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RESUMO

A leishmaniose visceral canina (LVC) é uma enfermidade crénica que pode
apresentar um amplo espectro de sinais clinicos, ou ainda ser assintomatica. O
aumento do numero de casos de LVC costuma estar associado ao aumento da
incidéncia da leishmaniose visceral em humanos, visto que os caes sao a principal
fonte de infeccdo em areas urbanas. O Programa de Controle e Vigilancia da
Leishmaniose Visceral instituido pelo Ministério da Saude no Brasil prevé, entre
outras medidas, a eutanasia de caes positivos para a doenca. Esta acao é bastante
controversa pois, além das questbes éticas relacionada a eutanasia de animais,
ainda ndo se conseguiu evidenciar a reducdao dos casos em humanos em areas
onde se adotou o sacrificio sistematico de animais positivos. Neste contexto, o
diagnéstico da enfermidade em caes é um desafio a ser superado, uma vez que 0s
testes sorolégicos de uso preconizados pelo MS apresentam diversas deficiéncias,
demonstrando falhas na deteccdo da LVC em uma populacdo de caes que inclui
animais saos, vacinados ou nao, animais enfermos oligo ou assintoméaticos, e ainda
animais com outras enfermidades que implicam em reacdes cruzadas nos testes
disponiveis. No presente estudo, com base numa plataforma de citometria multiplex
em um ensaio do tipo CBA, foram utilizados trés epitopos/peptideos da proteina A2
(SV11, PP16 e VQ34), amplamente conhecida para imunizacdo e diagndstico da
LVC, além do antigeno total de promastigotas de Leishmania infantum, para avaliar
o perfil da resposta sorolégica de caes a estes antigenos. Inicialmente foram
avaliadas e estipuladas as mais adequadas concentracées de peptideos/antigenos
acoplados as beads, de diluicdo de soro e conjugado, para em seguida serem
utilizadas no CBA em quatro grupos teste de animais: negativos (n=7), negativos
vacinados (n=7), positivos sintomaticos (n=12) e positivo assintomaticos (n=7) para
LVC. Embora nao tenha sido possivel estabelecer diferencas significativas entre os
perfis sorolégicos dos grupos de caes avaliados neste estudo, acredita-se que este
ensaio pode ser aperfeicoado em pesquisas futuras, vindo a se tornar uma op¢ao ao
aprimoramento do diagnéstico sorolégico da LVC no pais.

Palavras Chave: Leishmaniose Visceral Canina. Diagnédstico sorolégico.
Ensaio Multiplex. Citometria de Fluxo.



ABSTRACT

Canine Visceral Leishmaniasis (CVL) is a chronic disease that can present an
extensive spectrum of clinical signs, or can also be asymptomatic. The increase in
numbers of CVL cases tend to be associated with the increase of incidence of
Visceral Leishmaniasis in humans, since dogs are the main source of infection in
urban areas. The Visceral Leishmaniasis Control and Surveillance Program
established by the Brazilian Ministry of Health sugests, among other measures,
euthanasia of dogs tested positive for the disease. This action is quite controversial
because, in addition to the ethical issues related to the euthanasia of animals, there
has been no evidence of reduction of cases in humans in areas where systematic
sacrifice of animals with CVL has been adopted. In this context, the diagnosis of
disease in dogs is a challenge to be overcome, since serological tests recommended
by the Ministry of Health present several deficiencies. They have failed in detecting
CVL in a population of dogs that includes healthy animals, vaccinated or not,
oligosymptomatic or asymptomatic, and also animals with other diseases resulting in
cross reactions in the available tests. In the present study, based on a multiplex
cytometry platform in a CBA assay, three epitopes/peptides (SV11, PP16 and VQ34)
of protein A2, widely used for immunization and diagnosis of CVL, and Leishmania
infantum total extract (LiAg), were used to evaluate the profile of the serologic
response of dogs to these antigens. Initially, the most appropriate concentrations of
peptides/antigens coupled to beads, serum tiritation and conjugate dilution were
evaluated and chosen, and then were used at the CBA in four groups of animals:
negatives (n=7), vaccinated (n=7), symptomatic positives (n=12) and asymptomatic
positives (n=7) dogs for LVC. Althought CBA was not capable to detect significant
differences among the serologic profiles of the groups of dogs in this study, it is
possible to build upon this assay in future researches, providing an option for

improving the diagnosis of CVL in Brazil.

Keywords: Canine Visceral Leishmaniasis. Serological diagnostic. Multiplex

assay. Flow citometry.
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1 INTRODUCAO

A leishmaniose visceral (LV) € uma infec¢do sistémica e fatal em até 95%
dos casos, e é considerada pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) como
uma das doencas parasitarias mais importantes do mundo. Ela é endémica em
62 paises, com a estimativa de aparecimento em média de 500 mil casos novos
por ano, numa populagéo de cerca de 200 milhdes de pessoas expostas ao risco
da infeccao (LEMOS et al, 2007).

No Brasil, a doenca afeta cerca de 3.500 pessoas anualmente sendo que
em 2019 foram confirmados 2.529 casos novos de LV no pais, com uma taxa de
incidéncia de 1,2 casos a cada 100 mil habitantes (MINISTERIO DA SAUDE,
2021)

A LV é, portanto, endémica no Brasil, sendo causada principalmente pelo
protozoario Leishmania Leishmania infantum (MARCONDES; DAY, 2019). O
fleb6tomo conhecido por mosquito palha (Lutzomyia longipalpis), € o principal
vetor envolvido na transmissdo da doenca, e os caes domésticos sao
considerados os reservatérios mais importantes do protozoario (CAMPOS et al,
2017).

A LV figura na lista de doencas tropicais negligenciadas da OMS, sendo
por isso altamente recomendado por esta organizagdo o aumento no aporte de
recursos e estudos para melhorias na prevencao, diagnostico e tratamento desta
grave enfermidade, visando assim salvar vidas, prevenir deficiéncias, acabar

com o sofrimento e melhorar a produtividade das pessoas ao redor do mundo.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 AS LEISHMANIOSES

Sao denominadas leishmanioses o conjunto de enfermidades
antropozoonéticas causadas por parasitos do género Leishmania, que
acometem principalmente a populacdo da regido intertropical do planeta
(SALOMON, 2020).Estes parasitos sao transmitidos aos hospedeiros
vertebrados pela picada de fémeas de flebotomineos, principalmente dos
géneros Phlebotomus e Lutzomyia. (STEVERDING, 2017).As leishmanioses se
manifestam sob 3 formas principais: a leishmaniose cutdnea (mais comum), a
leishmaniose mucocutanea (com progressao cronica e menor incidéncia) e a
leishmaniose visceral (LV), também conhecida como kala-azar, que € a forma
mais severa da doenca, sendo fatal caso nao tratada adequadamente (PAHO,
2019).

2.2 CICLO BIOLOGICO DALEISHMANIA SP.

O ciclo biolégico das leishmanias envolve ao menos um hospedeiro
vertebrado e um vetor (Figura 1). A fémea do flebotomineo injeta as formas
promastigotas infectantes no hospedeiro susceptivel durante o repasto
sanguineo e estas sao rapidamente capturadas pelos fagécitos, onde passam
para a forma amastigota e se multiplicam por divisdo binaria, formando os
vacuolos parasitéforos, que causardo a lise do macréfago. As amastigotas
liberadas serdo internalizadas por outros macréfagos e dardo sequéncia ao

processo de multiplicacao levando a eventual parasitemia (MICHALICK, 2004).
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Figura 1. - Ciclo biolégico de Leishmania sp em hospedeiros vertebrados e vetor
(adaptado de Esch e Petersen, 2013).

Ja os flebotominios se infectam ao se alimentarem do sangue de
hospedeiros em parasitemia. Os parasitas se convertem a promastigotas no
intestino médio do fleb6tomo, onde se reproduzem intensamente em até 14 dias.
Estas formas promastigotas migram para as glandulas salivares, onde passam
para a forma infectante de promastigota metaciclica, e ficam aguardando o inicio
do repasto para nova infeccao.
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2.3 LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA

Os céaes desempenham um papel crucial no ciclo da enfermidade, por
serem a principal fonte de infeccao dos flebotomineos em areas urbanas. Sabe-
se que o aumento do numero de casos de Leishmaniose Visceral Canina (LVC)
costuma estar associado ao aumento da incidéncia da LV em humanos.
(MARCONDES; DAY, 2019).

Em cées, a doenca se desenvolve lenta e cronicamente, apresentando
um amplo espectro de sinais clinicos, ou mesmo por vezes, sendo assintomatica
(CAMPQOS et al 2017). Por ser cronica e multissistémica, a LVC tem o potencial
de atingir qualquer 6rgao do cdao (SOLANO-GALLEGO, 2011).

A progressao da LVC esta relacionada ao tipo de resposta imunolégica
desencadeada no hospedeiro. Enquanto a resisténcia a doenca indica estar
associada a ativacao da resposta Th1 mediada por células (CD4+) e producao
de interferon gama, fator de necrose tumoral e IL-2 e IL-12, a susceptibilidade a
enfermidade parece estar relacionada a ativacdo da resposta Th2 com a
proliferacao de células B e incremento de IL-4, IL-6 e IL-10 (LUVIZOTTO, 2006).

E bem estabelecido que a LV em cées se caracteriza por uma resposta
celular limitada e pela presenca de altas concentracdes de anticorpos séricos,
particularmente de IgG (PINELLI et al, 1994, MAIA et al, 2010, OLIAS-MOLERO
et al, 2019). O aumento na concentracdo de anticorpos em caes com
leishmaniose pode ser detectado dentro de um a quatro meses apdés a infeccao
(MAIA et al, 2010).Estudos ja conseguiram demonstrar diferentes padrées de
resposta sorolégica de subclasses de 1gG, sendo IgG1 e IgG2 associados a
infeccbes sintomaticas e assintomaticas, respectivamente (DEPLAZES et al,
1995). Essa resposta humoral contribui para a formacdo de imunocomplexos
cuja deposicdo em diferentes 6rgaos, especialmente nos rins, causa danos
teciduais graves (LUVIZOTTO, 2006).

Os principais sinais clinicos no cao sao representados pela caquexia,
hipergamaglobulinemia, hepatoesplenomegalia, anemia e linfadenopatia
(KRAUSPENHAR et al., 2007). Dentre as lesGescutaneas, incluem-se como as
mais comuns na LVC a dermatite esfoliativa, nédulos e Ulceras cutéaneas,

alopecia, dermatite papular ou pustular e onicogrifose (MOREIRA et al, 2016).0s
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animais sintomaticos podem ainda apresentar manifestagcbes renais,
hepatoesplénicas, locomotoras, oculares, neuroldgicas, pulmonares e cardiacas
(PARABONI; FRANCO; MATTEI, 2008).

Percebe-se que o diagndstico clinico da LVC é muito dificil de ser
realizado, considerando a diversidade de sinais e sintomas possiveis, que
também sdo comuns a outras enfermidades, bem como as alteracoes
encontradas no hemograma, ou nos exames de funcao renal ou hepatica, que
sdo inespecificos (IKEDA-GARCIA; MARCONDES, 2007). Além disso, os
animais podem permanecer assintomaticos por toda a vida ou desenvolver
sintomas apos intervalos que variam de trés meses a alguns anos apds a
infeccdo, funcionando como reservatorio e fonte de infeccao para os humanos
por grandes periodos (WHO, 2020).

A crescente conscientizacdo de que o controle da doenca humana
depende do controle efetivo da leishmaniose canina tem intensificado pesquisas
sobre a leishmaniose em caes (ALVAR et al, 2004). Desta forma, os métodos de
diagnéstico da LVC tém sido alvo de muitos estudos e avangos tecnoldgicos ao
longo dos anos.

2.4 DIAGNOSTICO DA LVC

Devido ao grande numero de caes assintomaticos e a auséncia de sinais
clinicos patognoménicos, o diagnostico da LVC é totalmente dependente do
suporte laboratorial. Estdo disponiveis atualmente técnicas parasitoldgicas,
imunolégicas, e moleculares para diagnéstico da LVC, cujas interpretacoes
devem considerar seus beneficios e limitagdes (RIBEIRO et al, 2018).

O diagndstico da LVC pode ser realizado por teste parasitologico direto,
onde € feita a identificagdo das formas amastigotas do protozoario em
esfregacos de medula 6ssea e/ou baco. Mesmo sendo bastante especifico, o
resultado negativo nesta prova ndo é necessariamente conclusivo, considerando
a possivel variabilidade na quantidade de parasitos no organismo do animal
(PESSOA-E-SILVA et al 2019).
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Ja os testes moleculares como a PCR e gPCR, que estdo cada vez mais
presentes na rotina de diagnésticos em veterinaria, e podem ser realizados a
partir de varios tipos de amostras biolégicas, tém se mostrado bastante
sensiveis e especificos, porém requerem um aparato técnico e laboratorial que,
além de torna-los muitos dispendiosos, inviabiliza sua ampla utilizacdo a campo.
(MAGALHAES et al 2017).

Embora apresentem deficiéncias no diagnéstico das leishmanias, uma
vez que o parasita normalmente induz soroconversao tardia e com baixos niveis
de anticorpos no inicio da infeccao (ANDRADE et al.,, 2009), os métodos
sorolégicos sdao o0s mais utilizados para deteccdo da LVC. O teste de
imunofluorescéncia (IFAT) € o método mais difundido mundialmente para este
fim, apesar de se mostrar pouco sensivel para detectar cdes assintomaticos
(MANCIATI et al.1995; LIRA et al 2006).

No Brasil, os testes sorol6gicos sdo os métodos de eleicdo para o
diagnéstico de LVC, de acordo com o protocolo estabelecido pelo MS, onde o
TR-DPP (Dual Path Plataform) € o teste de triagem, seguido pelo ELISA, que é o
teste confirmatério (MINISTERIO DA SAUDE, 2011). Embora este protocolo
tenha vantagens em relacdo a sua praticidade e ao baixo custo na sua
execucao, diversos estudos apontam problemas no seu desempenho,
relacionados a reacdes cruzadas com agentes infecciosos comuns em caes (7.
cruzi, L. braziliensis, Sporothrix sp., Ehrlichia canis e Babesia canis) e também
diminuicdio de acuracia diagndstica em animais assintomaticos ou
oligossintomaticos em areas onde a doenca é endémica (PESSOA-E-SILVA et al
2019). Ha ainda a possibilidade do diagnéstico falso positivo em animais
vacinados, uma vez que a resposta imune humoral induzida pela vacina pode
interferir com o diagndstico sorolégico da LVC (MINISTERIO DA SAUDE, 2005).

Visto que os métodos sorolégicos ainda sdo as ferramentas mais
aplicaveis nos inquéritos epidemioldgicos e no diagnostico da LVC, percebe-se
que o desenvolvimento e o aperfeicoamento de novos testes baseados nesta
metodologia sdo de enorme importancia, no sentido de possibilitar, de forma
acurada e pratica, o diagndstico diferencial da LVC em uma populagéo que inclui

animais sdos, vacinados ou nao, animais enfermos oligo ou assintomaticos e
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ainda animais com outras enfermidades que implicam em reagdes cruzadas nos
testes atualmente utilizados.

Neste cenario, é possivel destacar a citometria de fluxo, amplamente
usada na pratica clinica em um grande numero de aplicagbes (JAROSZESKI &
RADCLIFF, 1999 ; ANDRADE et al 2007), como uma técnica a ser explorada, no
sentido de mitigar questbes relacionadas aos outros testes sorolégicos e
aperfeicoar o diagnéstico de LVC.

2.5 CITOMETRIA DE FLUXO

A citometria de fluxo € uma ferramenta com aplicagdes em diversas
areas da imunologia e biologia molecular e tem se mostrado bastante efetiva no
monitoramento do sistema imune em respostas adoencas infecciosas. A técnica
tem sofrido avancos significativos nos ultimos anos, permitindo a obtencéo
detalhada de dados, principalmente em estudos relacionados ao sistema
imunolégico (MCKINNON, 2018). Na citometria de fluxo, particulas ou células
em suspensao passam uma a uma por um feixe de luz (em geral um ou mais
lasers). Estas particulas sdo marcadas com um anticorpo conjugado a um
fluoréforo, e este, ao ser excitado pela luz, emite fétons que sdo captados por
detectores e transformados em sinal eletrénico (Figura 2). Com auxilio de
softwares especificos podem ser determinados tanto a positividade de um dado
anticorpo de forma quantitativa em uma populacao celular (porcentagem) ou até
em uma unica célula ou particula (intensidade de fluorescéncia) (GOMES, 2016).

A citometria de fluxo permite analises rapidas, acuradas e com 6tima
reprodutibilidade. Além de ja ter apresentado resultados bastante promissores
quando utilizada em estudos soroldgicos da leishmaniose em humanos (ROCHA
et al, 2002; LEMOS et al, 2007; GARCIA et al, 2009), a citometria de fluxo tem
sido importante ferramenta no aprimoramento do diagnostico soroldégico da
leishmaniose em caes. Em 2007, Andrade e colaboradores atestaram a
utilizacdo da técnica na deteccao de IgG anti L. (L.) chagasi para diferenciar
caes vacinados de ndo vacinados. Em 2013, Ker e colaboradores verificaram
que a citometria teve 6timo desempenho em testes soroldgicos para diagnosticar
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caes positivos para LVC em variados estagios clinicos da enfermidade, e para
diferenciar animais vacinados de nao vacinados. Alguns pesquisadores também
obtiveram éxito com a citometria de fluxo em pesquisa de imunoglobulinas anti L.
braziliensis em caes, sinalizando a possibilidade do uso desta metodologia no
diagnostico diferencial entre da leishmaniose visceral e tegumentar em animais
(ROCHA et al, 2002 e PISSINATE et al, 2008, SANTIAGO et al, 2008).
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Figura 2 - Esquema de funcionamento de um citdbmetro de fluxo (Adaptado de Bourdin et
al, 2016)

A citometria de fluxo permite ainda a realizagdo de ensaios conhecidos
como CBA ("Cytometric Bead Array") ou BBMA ("Bead Based Multiplex Array”),

nos quais utilizam-se as microesferas ou 'beads" para deteccao e quantificacao
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de analitos em uma amostra (BRITO; ANAL; SANTANA, 2016). Esta técnica
envolve a obtencdo ou desenvolvimento de ligantes (que podem ser peptideos,
nucleotideos, proteinas, anticorpos, receptores, polissacarideos ou lipidios), que
sdo acoplados a beads fluorescentes, e que irdo se unir ao analito especifico
pesquisado na amostra. Um marcador secundario fluorescente é entao utilizado
para a deteccdo e quantificacdo deste analito no citdmetro de fluxo (KELLAR,;
IANNONE, 2002; KELLAR et al 2006).A técnica permite o uso de mais de uma
populacdo de beads, que sao diferenciadas entre si  por
quantidades/intensidades de corante fluorescente distintos, sendo possivel a
identificagdo de multiplos analitos simultaneamente, o que caracteriza os
ensaios denominados multiplex (MORGAN et al, 2004) (Figura 3A). Os ensaios
podem ser desenvolvidos em trés formatos diferentes: A) ensaios sanduiche de
captura, onde sao utilizados anticorpos para capturar e revelar o analito em
estudo; B) ensaios competitivos onde se utiliza apenas um anticorpo € uma
particula alvo marcada; C) ensaios soroldgicos indiretos que necessitam tanto de
uma proteina alvo como de um anticorpo revelador (Figura 3B). Em todos os
casos, as beads funcionam como o suporte para a ligacao do anticorpo ou do
antigeno onde o analito a ser pesquisado se ligara e essa ligacao sera revelada
através de um antigeno ou anticorpo fluorescente (ANGELONI et al, 2018).

Comparado com outros ensaios quantitativos, como o ELISA e o Western
blot, 0 CBA reduz significativamente as exigéncias relacionadas a quantidade de
amostras e o0 tempo para obtencdo de resultados. Esta técnica permite o
delineamento e a criagdo de ensaios para mensurar a0 mesmo tempo ampla
variedade de componentes incluindo mediadores inflamatérios, citocinas,
isotipos de imunoglobulinas, moléculas intracelulares, mediadores de apoptose,
moléculas de adesao e anticorpos (MEDEIROS; GOMES, 2019).
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Figura 3 - A - Diagrama de um ensaio CBA onde microesferas marcadas com diferentes
intensidades de corante interno (beads A, B e C) podem ser acopladas com diversos antigenos
(simbolos), permitindo a detecgdo de diferentes analitos simultaneamente (Chen 2016). B -
Formatos de ensaios com microesferas: ensaio sanduiche de captura, ensaio competitivo e
ensaio sorologico indireto (ANGELONI et al, 2018).

Em animais, ensaios do tipo CBA vém sendo utilizados para a deteccao
de patdégenos, genotipagem, medicdo de niveis hormonais, na vigilancia de
doencas e avaliagdo de vacinas (CHRISTOPHER-HENNINGS et al., 2013).
Ensaios do Tipo CBA também tem se mostrado eficientes para o uso no
diagnostico da leishmaniose em céaes. Utilizando microesferas associadas a
citometria de fluxo, Sousa e colaboradores (2013) evidenciaram um método
sorolégico com alta sensibilidade para o diagnéstico de formas clinicas e
subclinicas da LVC. Ker e colaboradores (2019) demonstraram sensibilidade de
95,0% e especificidade de 91,2% num ensaio multiplex para LVC com base nos
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sistemas antigénicos A4-rLci1A e E4-rLci2B. Evidencia-se assim o elevado
potencial dos ensaios CBA para o aperfeicoamento do diagndstico sorolégico da

leishmaniose em caes.

2.6 VACINACAO CONTRA LVC

O Programa de Controle e Vigilancia da Leishmaniose Visceral instituido
pelo Ministério da Saude no Brasil, prevé, entre outras medidas, o tratamento
dos individuos doentes, o controle do flebétomo vetor, e a eutanasia de caes
diagnosticados positivos para a doenca (MINISTERIO DA SAUDE, 2006). Esta
Ultima acao é bastante polémica, e também tida como controversa pois, além
das questdes éticas relacionada a eutanasia de animais, ainda nao se conseguiu
evidenciar claramente a reducdo dos casos em humanos em areas onde se
adotou o sacrificio sistematico de animais positivos para LVC (DANTAS-
TORRES et al, 2019). Além disso, como foi discutido até aqui, o diagnédstico da
enfermidade em cdes é um desafio a ser superado, uma vez que os testes
disponiveis apresentam diversas deficiéncias (KER et al, 2013).

Embora exista um imunobiolégico disponivel no Brasil (LeishTec® Ceva
Saude Animal Ltda.), a vacinacao contra leishmaniose em caes ainda nao foi
adotada pelo MS como medida para controle da doenca no pais por questdes
relacionadas ao seu impacto na saude publica, que ainda devem ser elucidadas
(MINISTERIO DA SAUDE; MINISTERIO DA AGRICULTURA, PECUARIA E
ABASTECIMENTO, 2009).

A Leish-Tec® é uma formulacado constituida pela proteina recombinante
A2de L. (L.) donovani, produzida em Escherichia coli, sob a forma de proteina
(ou antigeno) recombinante e saponina como adjuvante. A proteina A2 é
expressa nas formas amastigotas de algumas espécies de Leishmania, como L.
(L.) donovani, L. (L.) infantum, L. (L.) chagasi, L. (L.) amazonensis e L. (L.)
mexicana (COELHO et al., 2003) e esta envolvida na inducéo de resposta imune
celular do tipo 1 no hospedeiro (RESENDE et al, 2008).A resposta imune IgG-
mediada pela vacina pode ser indistinta daquela induzida pela infeccao natural,
quando utilizadas técnicas sorologicas tradicionais para o diagndstico
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(SCHIMING; PINTO SILVA, 2012). Utilizando o teste DPP, Campos e
colaboradores (2017) detectaram soroconversao temporaria 6 meses apos a
vacinagdo com Leish-Tec®, em 1 dos 12 animais animais avaliados em seu
estudo.

Ainda em tramitacdo,0 Projeto de Lei n® 1738/2011prevé a vacinagao
obrigatéria e gratuita contra LVC em todo pais. Independente disso, por
recomendacado dos veterinarios da iniciativa privada, atualmente muitos animais
sao vacinados e constituem uma parcela expressiva da populagdo de caes no
Brasil.

Urge portanto a necessidade de aprimoramento dos testes soroldgicos
para a deteccdo adequada da LVC, considerando também a crescente
populacao de caes vacinados existentes.

2.7 PROTEINA RECOMBINANTE A2

O uso do antigeno recombinante A2 no diagnostico de leishmaniose
humana e canina ja foi abordado satisfatoriamente em alguns trabalhos de
pesquisa. Ghedin e colaboradores (1997) detectaram anticorpos anti-A2 em até
82% e 92% dos pacientes, utilizando as técnicas de ELISA e imunoprecipitacéo,
respectivamente, em estudo realizado em pacientes com diagnéstico confirmado
para leishmaniose visceral no Suddo e na India. Carvalho e colaboradores
(2002) por sua vez, verificaram a presenca de anticorpos especificos para a
proteina A2 em 87% de soros de cades que apresentavam teste IFAT anti-
Leishmania positivo ou teste parasitologico positivo, além de nao terem
detectado reacbes cruzadas significativas a proteina em caes com outras
enfermidades. Quando comparada com outros antigenos utilizados no
diagnéstico da LVC, a proteina A2 demonstrou maior especificidade, além de
elevada sensibilidade em caes assintomaticos (PORROZZI et al, 2007).

Em estudo publicado em 2018, Campos e colaboradores verificaram,
através da técnica de ELISA, a diferenca entre os perfis soroldgicos de caes
vacinados, cées sintomaticos com LVC e cées assintomaticos com LVC,
apontando diferencas na producdo de IgG especifica para trés
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peptideos/epitopos da proteina A2 (VQ34, PP16 e SV11), confirmando que todos
0os epitopos preditos sao epitopos lineares de células B, amplamente
reconhecidos pelo soro de cées dos grupos avaliados. Além disso, 0 estudo
demonstrou padrdes distintos de resposta de IgG total dentre os peptideos nos
grupos imunizado e LVC.

Utilizando os mesmos 3 epitopos/peptideos da proteina A2 preditos e
avaliados por Campos e colaboradores(2018), o presente estudo se propbs a
avaliar a resposta sorolégica de um grupo semelhante de caes, porém utilizando
uma plataforma de citometria multiplex, conforme metodologia descrita adiante.
Nossa intencao foi identificar, a partir de um ensaio usando uma Unica amostra,
o status clinico, vacinal e de saude do animal, com base no seu perfil de
resposta soroldgica. A longo prazo, espera-se que os dados ora obtidos possam
servir de base para desenvolvimento de outros testes que, ao detectar a
presenca de diferentes imunoglobulinas no soro, possam indicar de forma
fidedigna o status de um individuo em relacédo a leishmaniose ou outra doenca

infecciosa.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver um modelo de teste de diagndstico sorolégico, por meio de
citometria de fluxo, com base na analise do padrao de resposta imune humoral
de caes de diferentes status sanitarios em relacdo a LVC, a trés epitopos
conhecidos da proteina recombinante A2 e ao antigeno total de L. infantum, de
forma que se consiga diferenciar o status sanitario dos animais testados, com
base no perfil sorolégico encontrado.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Realizar e avaliar o acoplamento dos antigenos as microesferas
carboxiladas;

- Definir as melhores concentracbes dos antigenos acoplados as
microesferas a serem utilizadas no ensaio;

- Testar e eleger a melhor concentragdo do conjugado e diluicado dos soros
e plasma para serem aplicados no ensaio;

- Realizar os ensaios CBA multiplex com os soros obtidos de diferentes
grupos de caes teste.

- Avaliar os padrboes de respostas obtidos em relagdo a cada antigeno
testado em relacdo aos diferentes grupos de caes teste.

- Verificar as possiveis diferencas de resultados entre a utilizagdo de soro
e plasma no CBA.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 OBTENGCAO DE AMOSTRAS DE SORO E PLASMA

Foram utilizadas amostras de soro obtidas através de uma colaboracao
com o Laboratério de Pesquisa Clinica de Dermatozoonoses em Animais
Domeésticos do Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas — INI, oriundas
de um estudo relacionado a leishmaniose visceral canina, que ja obteve
anteriormente o aval do comité de ética no uso de animais (CEUA IOC L-
045/2015 caes vacinados e sadios ANEXO A). As amostras clinicas de caes
diagnosticados com LV foram oriundas de necrépsias realizadas pelo Centro de
Controle de Zoonoses e encaminhados para a eutanasia de acordo com as
recomendagdes do Ministério da Saude. Nao houve experimentagdo animal,
portanto, nao houve necessidade de licenca, segundo orientacdo do Comité de
Etica em Uso de Animais do Instituto Oswaldo Cruz e a lei brasileira 11794/08
(ANEXO B). O acesso ao patriménio genético estd cadastrado e certificado no
SISGEN pelos numeros A14F041 (Caes sadios e vacinados) eAB9C7FE (Caes
infectados).

Visto que o Laboratério de Pesquisa Clinica de Dermatozoonoses em
Animais Domésticos do Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas — INI
€ o laboratério de referéncia para diagnéstico da LVC e para eutanasia canina,
todos os soros utilizados no presente estudo ja foram submetidos ao padréao
ouro de diagéstico para LVC, com a realizacdo dos testes preconizados pelo
Ministério da Saude (DPP® LVC e ELISA EIE-LC, ambos de
BioManguinhos/Brasil), além de teste Parasitologico (PCR), de forma que seu
status em relacdo a LVC ja é conhecido. Os soros foram aliquotados e
estocados a -70°C. Foram formados 4 grupos, no minimo 7 (sete) amostras de
soro cada um, a saber: animais positivos para LVC sintomaticos, animais
positivos para LVC assintomaticos; animais negativos para LVC; e animais
negativos vacinados contra LVC. Foram utilizados como soros positivos de caes
sintomaticos e assintomaticos aqueles provenientes de animais que
apresentaram resultado positivo para LVC nos testes sorolégicos DPP® LVC e
ELISA EIE-LC, e nos testes do padréao de referéncia (PCR quantitativo (QPCR) e
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cultura parasitologica). De forma inversa, foram considerados animais saudaveis
e com sorologia negativa animais que apresentaram negatividade em todos os
testes. Os dados clinicos dos caes pertencentes a cada um dos 4 grupos
avaliados estao disponibilizados no anexo C.

Foram utilizadas também algumas amostras de plasma dos grupos de
caes supracitados, para avaliar possiveis diferencas do soro nos resultados do
ensaio. Todas as amostras de plasma utilizadas atendem aos mesmos
parametros de diagnéstico para LVC e seguiram as mesmas condicbes de

armazenamento descritas para 0s soros.

4.2 ANTIGENO TOTAL DE L. infantum, PROTEINAS E PEPTIDEOS

4.2.1 Antigeno total de promastigotas de L. infantum (LiAg)

Foram utilizadas promastigotas de fase estacionaria de cultura de L.
infantum (MHOM/BR/1974/PP75), submetidas a 10 ciclos de congelamento e
descongelamento (-196°C e 37°C, respectivamente) e aplicacao de ultrassom
(40 Watts/15 min). Posteriormente, foi realizada a dosagem de proteinas e a

preparacgao ajustada para 1mg/ml e estocada a -80°C até o momento de uso.
4.2.2 Peptideos sintéticos da Proteina A2

Trés peptideos sintéticos lineares foram obtidos por predicao in silico , a
partir da sequéncia da proteina A2 de L. infantum (GenBank: GQ290460),
avaliados pela técnica de ELISA em estudo anterior do grupo (CAMPOS et al,
2018) e denominados SVi1 (CSAEPHKAAVDV), PP16
(CPQSVGPLSVGPQSVGP) e VQ34
(CVGPLSVGPQSVGPLSVGPLSVGPQAVGPLSVGPQ). Os peptideos, cujas
pequenas dimensodes dificultam sua ligacdo de forma apropriada a superficie das
beads carboxiladas, foram sintetizados acoplados a proteina Albumina Bovina
Sérica (BSA) pela sua regiao N terminal (Go Genone, Brasil) para permitir seu
adequado acoplamento com as beads.
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4.3. CBA

O ensaio CBA proposto foi realizado em trés etapas utilizando o formato
de ensaiosoroldgicoindireto . A primeira etapa consiste no acoplamento de
proteinas e antigenos as microesferas carboxiladas. Na segunda etapa, é
realizada a reacao sorolégica, em suspensao, onde as microesferas acopladas
com os antigenos do estudo foram incubadas com o0s soros caninos, dos grupos
acima descritos, para avaliar a presenca de anticorpos especificos. Esta reacao
€ revelada com a utilizagdo de um anticorpo anti-lgG canino ligado a um
fluorocromo. A terceira etapa trata-se da citometria de fluxo, onde as amostras
sdo adquiridas no citémetro de fluxo (Figura 4).

Acoplamento dos antigenos as microesferas

@ x— @

Bead Antigeno Bead + antigeno
/ Reacdao Sorologica Reacao Positiva
.x+0—>.-xo+>-:.;_,.(¢>.e
Anticorpos no Complexo

Bead + antigeno Anti-lgG-FITC

bead+antigeno+anticorpo
soro ou plasma g p Reacdo Negativa

+x— @K >-a—».l

; Sem Anticorpos no Complexo Anti-lgG-FITC
Q@ad =aigeo soro ou plasma bead+antigeno g

. 4

Citometria de Fluxo

Figura 4- Etapas do ensaio de CBA proposto no estudo.
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4.3.1 Acoplamento dos antigenos as microesferas

Para o acoplamento foi utilizado o kit QuantumPlex™ Carboxyl (Bangs
Laboratories Inc, USA). Este kit consiste em cinco populagcdes de microesferas
carboxiladas, ndao magnéticas, de 5.5um de diametro, cada populagdo marcada
internamente com intensidade variada do fluorocromo Starfire Red™. Desta
forma, as populacdes bead#1, bead#2, bead#3, bead#4 e bead#5 podem ser
identificadas de acordo com a intensidade de fluorescéncia do fluorocromo

interno (Figura 5).
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Figura 5 — Definicdo das cinco populagbes de microesferas do kit QuantumPlex™
Carboxyl. Dot plot de SSC-A (side scatter- Area) vs. Starfire Red mostrando as populagdes de
beads #1, #2, #3, #4 e #5 de acordo com a intensidade interna de fluorescéncia de Starfire Red

As cinco populacées de microesferas foram acopladas aos antigenos
total de promastigotas de L. infantum (LiAg), aos peptideos SV11 (P1), PP16
(P2) e VQ34 (P3) e a albumina sérica bovina (BSA). Cada antigeno foi acoplado
a uma populagcao de microesfera diferente. Como os peptideos estéo ligados a
BSA, microesferas acopladas apenascom BSA foram utilizadas como controle da
ligacdo especifica aos peptideos. Como controle positivo, microesferas foram
acopladas a imunoglobulina G de cao purificada (IgG). Como controle negativo,
foram utilizadas microesferas submetidas ao protocolo de acoplamento apenas
na presenca de PBS, sem adicao de proteinas e peptideos. Para se avaliar qual
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a melhor concentragdo para o acoplamento, foram utilizadas, acopladas as
beads, as concentragbes de 5, 10 e 20ug de cada peptideo, assim como do
antigeno total de L. infantum (GOMES, 2016). Os controles internos BSA
(Sigma- EUA) e IgG de céo purificada (BIO-RAD, EUA) foram utilizados na maior
concentracao (20ug), conforme demonstrado na Tabela 1.

Tabela 1. Acoplamentos realizados para os testes de determinagao da melhor concentracao

dos antigenos para a reagao soroldgica.

ACOPLAMENTO/BEAD ANTIGENO/CONTROLE
A1 bead#1 Sem proteina — Ctrl adsorgao passiva
A2 bead#1 Albumina 20ug — Ctrl negativo peptideos
A3 bead#1 IgG de cao 20ug — Ctrl positivo
A4 bead#2 Ag Total L. infantum (LiAg) 5ug
A5 bead#2 Ag Total L. infantum (LiAg) 10ug
A6 bead#2 Ag Total L. infantum (LiAg) 20ug
A7 bead#3 Peptideo SV115ug
A8 bead#3 Peptideo SV1110ug
A9 bead#3 Peptideo SV1120ug
A10 bead#4 Peptideo PP165ug
A11 bead#4 Peptideo PP1610ug
A12 bead#4 Peptideo PP1620ug
A13 bead#5 Peptideo VQ345ug
A14 bead#5 Peptideo VQ3410ug
A15 bead#5 Peptideo VQ3420ug

Os acoplamentos dos antigenos as microesferas foram realizados
utilizando-se o kit Polylink protein Coupling Kit (Bangs Laboratories Inc.)
seguindo-se o protocolo fornecido pelo fabricante

As microesferas foram agitadas no vértex por 15 segundos, sonicadas por
20 segundos e misturadas, novamente, no vértex por 15 segundos, para a
maxima dissolugcao de grumos. A seguir, foram transferidos 25 pL da suspenséo
de microesferas para microtubos de 2 mL, adicionando-se 300 pL de tampao de
acoplamento (TA), seguido de homogeneizacdo com pipeta e centrifugacdo a
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1000G por 10 minutos. As microesferas foram entao lavadas com 400 uL de TA,
a 1000G por 10 minutos, o sobrenadante aspirado e as microesferas ativadas
através da incubacgao por 15 minutos, em temperatura ambiente, com 170 uL de
TA e 20 pL da solugédo de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida (EDAC).
Apos este periodo, foram adicionados 100 yL das concentragbes escolhidas de
proteinas e peptideos aos tubos contendo as populagbes de microesferas
ativadas (beads#1, #2, #3, #4 e #5) conforme especificado na Tabela 1. Apos 2
horas de incubagdo, em agitador gangorra, na temperatura ambiente, as
microesferas foram centrifugadas a 1000 G por 10 minutos, o sobrenadante
aspirado, seguindo-se uma nova lavagem com 400uL de tampé&o de lavagem e
estocagem (TLE). Apdés homogeneizacdo em vortex, as microesferas foram
centrifugadas a 1000 G por 10 minutos e, por fim, ressuspensas em 400 uL de
TLE. A concentracéo foi ajustada para 2x10° beads/mL, através de contagem em
contador de células automatico (TC20™ BIO-RAD) e as microesferas
aliguotadas e armazenadas em tubos low binding, a temperatura de 4-8°C
(Figura 6).
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Figura 6- Esquema das etapas realizadas no acoplamento dos antigenos (LIAg, SV11,
PP16 e SV34), IgG e BSA as microesferas (beads) carboxiladas. (Snd: sobrenadante. TA:
Tampéo de Acoplamento. TLE: Tampéao de lavagem e estocagem)

4.3.2 Reacao sorologica

A partir das solucdes estoque, foram adicionados, em cada tubo, 5 uL da
suspensao de microesferas acopladas (10.000 microesferas/ tubo ) diluidas em
95 pL de tampao fosfato (PBS) com Tween 20 0,02%, BSA 1% e azida sodica
0,05% [PBS+Tween+BSA+NaAz (PBS*)]. Em seguida, foram adicionados 100
ML das amostras (soros caninos dos grupos S, A, N e V), na diluicao
especificada, ou PBS* (tubos controles). Ap6s a incubacdo com os soros por 15
minutos, em agitador gangorra, a 37°C, foram adicionados 400 uL de PBS* em
cada tubo, seguido de centrifugacdo a 1000G por 10'. Apds a retirada do
sobrenadante, foram adicionados 100 pL do conjugado anti-imunoglobulina G de
céo ligada ao isotiocianato de fluoresceina (anti-lgG-FITC) (BIO-RAD, EUA), na

diluicdo escolhida, ou PBS* (tubos controle sem conjugado), seguido de



38

incubacgao por 15 minutos, em agitador gangorra, a 37°C. Apés a incubacao, os
tubos foram lavados com 400 pL de PBS a 1000G por 10 minutos. O
sobrenadante foi descartado e as microesferas ressuspensas em 100 uL de PBS
puro para avaliagdo imediata no citdbmetro de fluxo (Figura 7).

Em um primeiro momento, para a avaliagdo do acoplamento e definicao
da melhor concentracdo de antigenos acoplados as beads, foram utilizados
soros em uma diluicdo final de 1:800, seguindo protocolo ja testado
anteriormente em outra dissertacdo do grupo (dados nao publicados), e o
conjugado na diluigao final de 1:400. Posteriormente, avaliando-se os resultados
iniciais verificados nos testes do acoplamento, foram realizados ensaios para
verificagdo de melhor diluigdo de soro entre 1:800, 1:1.600 e 1:3.200, e também
para a avaliagdo da melhor diluicdo do conjugado anti-IgG-FITC, testando-se as
diluicées 1:400, 1:800 e 1: 1600.

Apl6s a padronizacao e a eleicao das melhores concentracoes/ diluicoes
dos reagentes do ensaio, foi feita a avaliagdo do CBA nos soros dos animais de
todos os grupos descritos no item 3.1.
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Figura 7- Esquema das reagbes soroldgicas realizadas com as beads acopladas a cada
antigeno (LIAg, SV11, PP16 e SV34), IgG e BSA, individualmente, na presenca de amostras de
soro canino provenientes de cdes positivos para LVC sintomaticos e positivos para LVC
assintométicos, animais sadios, negativos para LVC, e animais sadios vacinados contra LVC.
(Snd: sobrenadante. TA: Tampé&o de Acoplamento. TLE: Tamp&o de lavagem e estocagem)

4.3.3 Citometria de Fluxo

A citometria de fluxo foi realizada utilizando o citémetro de fluxo CytoFLEX
de 12 cores equipado com 4 lasers de 405nm, 488nm, 565nm e 638nm
(Beckman Coulter, Brea, CA, USA) da plataforma multiusuério de Citometria de
Fluxo do Instituto Oswaldo Cruz, FIOCRUZ. O fluorocromo FITC foi avaliado no
filtro 525/40BP e Starfire Red™ no filtro 690/50 BP, ambos no laser azul 488nm.

O protocolo de aquisicao foi realizado utilizando o programa CytExpert
(Beckman Coulter, Brea, CA, USA). A aquisicdo foi baseada nos mesmos

parametros da analise (protocolo detalhado a seguir). Foram adquiridos 2.000
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eventos no gate de beads nas aquisicdes com apenas uma populacdo de
microesferas, e 5.000 eventos nos ensaios multiplex.

As analises foram realizadas através do software FlowJo 7.8.1 (Becton
Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA.). As avaliacbes se basearam no dot plot de
SSC-H (Side Scatter- Height) vs. SSC-A (Side Scatter- Area) para exclusao de
doublets. A partir do gate singlets, foi feito o dot plot de FSC-A vs. SSC-A, onde
foi definido o gate beads. A partir deste ponto, dois tipos de analise foram
realizados: quando apenas uma populagdo de beads foi usada por tubo,
procedemos a avaliacdo da marcacao através dos histogramas de fluorescéncia
de FITC, comparando as intensidades médias de fluorescéncia (MFI - dada pela
mediana do deslocamento dos picos de intensidade de fluorescéncia de cada
amostra) e o percentual de marcacao entre 0s soros positivos e negativos assim

como os controles (Figura 8).
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Figura 8 — Representagdo do protocolo citofluorimétrico simples. A: Dot plot para
exclusao de doublets através dos parametros SSC-H (Side Scatter- Height) vs. SSC-A (Side
Scatter- Area) com o gate “Singlets”. B: Definicao da populacdo de beads, a partir do gate
“Singlets”, através do dot plot de FSC-A (Forward Scatter- Area) vs. SSC-A. C: Overlay dos
histogramas de marcagao para FITC nos tubos de IgG (azul), soro negativo (vermelho) e soro

positivo (verde).
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Quando foi feito o ensaio multiplex, a partir do gate de beads, avaliou-se 0
percentual e as intensidades médias de fluorescéncia dos soros e controles
através de dot plots de FITC vs. Starfire Red, conforme a metodologia original de
CBA (Figura 9).
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Figura 9 — Representagdo do protocolo citofluorimétrico multiplex. A: Dot plot para
exclusao de doublets através dos parametros SSC-H (Side Scatter- Height) vs. SSC-A (Side
Scatter- Area) com o gate “Singlets”. B: Definicdo da populagédo de beads, a partir do gate
“Singlets”, através do dot plot de FSC-A (Forward Scatter- Area) vs. SSC-A. C: Dot plot de FITC
(eixo X) vs. Starfire Red (eixo Y), para as cinco populagdes de microesferas, em relagdo a

marcacao de IgG (azul), soro negativo (soro -, vermelho) e soro positivo (soro +, verde).

Em relagdo aos dados numéricos, foram avaliadas as medianas das
intensidades médias de fluorescéncia obtidas na marcacdo do conjugado anti-
lgG-FITC para cada grupo de bead avaliada.
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4.4 ETAPAS DO ESTUDO

O desenvolvimento do ensaio multiplex proposto no presente estudo

compreendeu quatro etapas de experimentos e foi realizado conforme

exposto no fluxograma abaixo (Figura 10).

KXX

Figura 10 - Fluxograma proposto para o desenvolvimento de um ensaio CBA multiplex
para diagnostico da LVC, com as etapas da realizagao dos ensaios.

As etapas em lide foram assim realizadas:

4.4.1 Avaliacao do acoplamento e escolha da concentracao de
antigenos acoplados as beads.

Para avaliar se o acoplamento foi realizado adequadamente, foram feitos
trés ensaios testando as 3 concentragdes de cada antigeno acoplado as beads.
Realizou-se a reacao sorolégica descrita no item 4.3.2 utilizando-se amostras de
soro de caes portadores de LVC, com sorologia positiva nos testes diagnésticos
padréo para LVC, e soros de caes sadios, ndo proveniente de area endémica,
com testes padrao para diagnostico de LVC negativos, conforme especificado na
Tabela 1. Ao fim desta etapa também foi possivel escolher as concentragées de
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antigenos acoplados a serem utilizadas no ensaio com todos os grupos de caes

propostos.

4.4.2 Definicao da diluicao do conjugado

Para verificar e eleger as melhores diluicdes de conjugado a serem
utilizados no CBA com os grupos teste de caes, foram realizados trés ensaios
aplicando-se a reacao sorologica descrita no item 4.3.2, utilizando-se amostras
de soro de caes portadores de LVC, com sorologia positiva nos testes
diagnosticos padrao para LVC. Considerando os resultados obtidos na avaliagao
dos acoplamentos do experimento anterior, nesta etapa foram utilizadas as
suspensao de beads acopladas nas seguintes concentragdes: 10 ug para LiAg,
20 pg para SV11 e PP16; 5 ug para VQ34, além dos controles de acoplamento
(beads sem proteinas acopladas e beads acopladas a IgG 20ug). Os soros
foram avaliados nas diluicoes de 1:800 e 1:1.600 e o conjugado anti-IlgG de céo
FITC testados nas diluicdes de 1:400, 1:800 e 1:1.600.

4.4.3 Definicao da diluicao de soro e plasma

Em relacdo a avaliacdo das concentracbes das amostras a serem
testadas no CBA, foi realizado um total de cinco ensaios aplicando-se a reacao
sorolégica descrita no item 4.3.2, utilizando-se amostras de soro de cées
positivos e negativos para LVC, e as concentracdes de 10ug de LiAg, 20 ug de
SV11 e PP16; e 5ug de VQ34, além dos controles de acoplamento (beads sem
proteinas acopladas e beads acopladas a IgG 20ug). Nesta etapa os
soros/plasma negativos para LVC foram avaliados na diluicdo de 1:1.600 e os

soros/plasma positivos nas diluicées de 1:1.600 e 1:3.200.

4.4.4 Ensaios CBA multiplex com os grupos de caes.

Eleitas as concentracées mais adequadas de antigenos, e diluigdes de
conjugado e soro do ensaio, a etapa seguinte foi a realizacado do CBA com as
amostras dos quatro grupos teste de cédes: sadios; sadios vacinados; positivos
para LVC assintomaticos e positivos para LVC sintomaticos. Para avaliar o perfil
soroldgico destes animais, as amostras de soro de cada um dos quatro grupos
(Tabela 2) do estudo foram testadas aplicando-se a reagado soroldgica descrita
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no item 4.3.2, aplicando-se as concentracdes dos reagentes descritas na Tabela
3.

Com a disponibilidade de amostras de plasma de alguns individuos dos
grupos teste, e seguindo os mesmos protocolos de ensaio supracitados, foi

possivel comparar os resultados entre a utilizacdo de soro e plasma no CBA.

Tabela 2. ldentificacdo de todos os cées cujas amostras foram analisadas no estudo,
separadas pelos grupos teste: Caes Sadios, Caes Sadios Vacinados, Caes Positivos (para LVC)
Sintomaticos e Cées Positivos (para LVC) Assintomaticos.

Caes Sadios | Caes Sadios Caes Positivos Caes Positivos
Vacinados Sintométicos Assintomaticos
C1 C1 02/13 03/13
C2 C2 02/14 15/14
C3 C3 04/14 43/15
C4 C4 05/14 52/15
C5 C5 09/14 114/17
C6 C6 23/14 178
C7 C7 25/14 183
C8 C8 26/14
C9 C9 197/21
C22 C57 162
C57 C58 182
C60 C59 187
C60
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4.5 ANALISE ESTATISTICA

As andlises estatisticas foram realizadas pelo programa Prism verséo 7
(GraphPad Software®, Califérnia, EUA). A normalidade da distribuicdo das
variaveis foi avaliada com os testes de Shapiro-Wilk. Como os dados foram
considerados nao-paramétricos utilizamos o teste U de Mann Whitney para
comparagoes entre 0s grupos e, para comparagao dos resultados obtidos com
cada antigeno, dentro de um mesmo grupo (amostras pareadas) foi utilizado o
teste de Wilcoxon. Diferencas com valores de p menores que 0,05 (p < 0,05)

foram consideradas significativas, com intervalo de confianga de 95%.
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5 RESULTADOS

5.1 AVALIACAO DO ACOPLAMENTO

O sucesso do acoplamento e a avaliagdo da melhor concentracao de
proteinas acopladas as beads foram confirmados apds as analises no citbmetro
de fluxo, seguindo protocolo descrito no item 4.3.3.

Nos experimentos realizados, foi possivel verificar que o controle positivo
interno, utilizando beads acopladas a IgG total de cao funcionou de maneira
satisfatoria, com um pico de marcacao homogéneo e bem afastado do controle
negativo (beads sem antigenos incubadas com soro + e conjugado) (Figura 11).
Como, para possibilitar a ligacdo com as beads, os peptideos foram sintetizados
ligados pela sua por¢cdo N terminal a uma molécula de BSA, utilizou-se um outro
controle interno com beads acopladas a BSA e incubadas com soro positivo para
LVC e soro negativo. Conforme demonstrado na figura 11, nestes experimentos
as beads acopladas a BSA e incubadas com soro negativo nao demonstraram
marcacao com o conjugado, com um pico sobreposto ao observado com o
controle negativo. Por outro lado, um pequeno deslocamento no pico de
fluorescéncia foi observado quando foi utilizado um soro positivo para LVC.
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Figura 11 - Histograma com intensidade de fluorescéncia dos controles internos do
experimento. A - Histogramas demonstrativos das intensidades de fluorescéncia obtidas ap6s a
incubacao das beads acopladas BSA (linha preta), IgG total de cdo (linha azul escuro) e sem
antigeno acoplado (linha azul clara) com soro positivo de obtido de 1 cdo com LVC sintomatica, e
beads acopladas a BSA incubadas com soro negativo, obtido de 1 cdo sadio (linha cinza). Soros
utilizados na diluicéo final de 1:800 e conjugado anti-IgG de cao FITC na diluicido de 1:400. B —
resultados das intensidades médias de fluorescéncia (MFIl) das mesmas amostras representadas
nos histogramas (A).
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5.2 DEFINICAO DAS CONCENTRACOES DE PROTEINAS ACOPLADAS
AS MICROESFERAS

Em relacdo a utilizacdo das beads acopladas ao antigeno total de L.
infantum, e aos peptideos SV11, PP16 e VQ34, também foi possivel observar
marcacao positiva apds a incubacao com o soro positivo para LVC, nas beads
acopladas a todos os quatro antigenos avaliados, em todas as concentracdes
testadas, porém com diferentes intensidades (Figura 12). Em relacdo ao
antigeno total LiAg, foi observada uma semelhanga na intensidade de marcagao
nas beads acopladas com 5, 10 e 20ug do antigeno, sendo menor a marcacao
utilizando-se as beads do acoplamento de 5ug. No que se refere aos antigenos,
SV11 e PP16, foi possivel observar uma marcagao maior nas beads conjugadas
com a concentragdo mais elevada de antigeno (20ug), sendo a menor
intensidade de fluorescéncia observada na concentracao de 5ug, com resultado
semelhante ao obtido com o soro negativo para LVC com o antigeno SV11. Em
LiAg, SV11 e PP16, houve portanto uma tendéncia a aumento da intensidade da
marcacao com o aumento da concentracdo de antigenos acoplados. Uma
relacao inversa foi observada com o peptideo VQ34, que apresentou melhor
marcagao quando utilizamos beads acopladas a concentragdo menor desse
peptideo (5ug).
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Figura 12 - Histogramas demonstrativos intensidades médias de fluorescéncia obtidas
apés a incubagéo das beads acopladas ao antigeno total de promastigotas de L. infantum (LiAg)
e aos peptideos da proteinas A2 (SV11, PP16 e VQ34) em trés diferentes concentragdes: 5ug
(A), 10ug (B) e 20ug (C), na presencga de soro positivo obtido de cado com LVC sintomatica (linha
vermelha) ou com soro negativo, obtido cao sadio (linha azul). Soros utilizados na diluicao final
de 1:800 e conjugado anti-IgG de cdo FITC na diluicdo de 1:400.
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Quando esses resultados sao avaliados utilizando o calculo da média das
intensidades médias de fluorescéncia (MFI) dos soros testados, obtém-se os
resultados demonstrados na Figura 13. A marcacdo com LiAg foi semelhante
entre as trés concentragdes avaliadas. Dentre os peptideos, conforme ja
descrito, as maiores MFI| foram observadas na concentragdo de 20ug, e a menor
com a concentragcao de 5ug para SV11 e PP16. O antigeno SV11 apresentou as
menores MFI de todos os 4 antigenos testados, nas 3 concentracées. A relagao
inversa entre a concentracao de antigeno e a MFI fica bem clara para o peptideo
VQ34, que atinge a maior MFI na concentragcdo de 5ug, sendo semelhante
aquela observada com o peptideo PP16 na concentracdo de 20ug (Figura 13).
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Figura 13 - Resultados comparativos das intensidades médias de fluorescéncia (MFI)
obtidas apés a incubacdo das beads acopladas ao antigeno total de promastigotas de L.
infantum (LiAg — barra cinza) e aos peptideos da proteinas A2 (SV11 — barra amarela, PP16 —
barra rosa e VQ34 — barra azul) em trés diferentes concentragbes (20pg, 10pg e 5ug de
antigeno), na presencga de 3 soros positivos, obtidos de caes com LVC sintomatica e de 3 soros
negativos, obtidos de caes controle sadios, na diluicdo final de 1:800. O conjugado anti-lgG de
cao FITC foi utilizado na diluicao de 1:400. As barras demonstram as médias das MFI £ Erro
Padrao.
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5.3 DILUIGAO DO CONJUGADO

Apds a eleicdo das melhores concentragdes de antigenos acoplados as
beads, passou-se a avaliar as concentracées de conjugado do ensaio, tendo
sido testadas as diluicbes de 1:400, 1:800 e 1:1.600. Observamos um maior
deslocamento a direita no pico de intensidade de fluorescéncia conforme se
aumentou a concentracdo de conjugado, nas rea¢cdes com o controle positivo de
beads acopladas a IgG.Ao mesmo tempo, conforme o esperado, ndo se
percebeu alteracdo na intensidade de fluorescéncia nas beads sem acoplamento
de proteinas, que permaneceu baixa e revelando picos de fluorescéncia

sobrepostos nas trés diluicdes de conjugado testadas (Figura 14).
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Figura 14 -Histogramas demonstrativos das intensidades de fluorescéncia obtidas apos a
incubacédo das beads sem acoplamento de antigenos (SP) e beads acopladas a IgG, usadas

como controles dos ensaios, na presenga de conjugado nas diluicées de 1:400; 1:800 e 1:1600.

Em relacao as reagdes com soros de caes positivos para LVC foi possivel
detectar satisfatoriamente a marcacao com FITC nas beads acopladas a todos
os antigenos com as trésconcentragcdes de conjugado testadas. Seguindo o

mesmo perfil observado para a bead controle positivo IgG, foi evidenciada maior
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intensidade média de fluorescéncia nos tubos onde o conjugado foi utilizado na
diluicdo de 1:400 (Figura 15).
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Figura 15 - Resultados comparativos das intensidades médias de fluorescéncia (MFI)
obtidas apés a incubacdo das beads acopladas ao antigeno total de promastigotas de L.
infantum (LiAg — barra cinza) e aos peptideos da proteinas A2 (SV11 — barra amarela, PP16 —
barra rosa e VQ34 — barra azul) na presenga de soro positivo obtido de 3 cades com LVC
sintomatica nas diluicdes de 1:800 e 1:1:600 e conjugado anti-lgG de cao FITC nas diluigbes de
1:400, 1:800 e 1:1.600. As barras demonstram as médias das MFI £ Erro Padrao.

Ainda que com diferenca mais discreta entre as diluicbes do que o
percebido no histograma de IgG (Figura 14), a titulacdo de conjugado 1:400
apresentou maior deslocamento a direita dos picos de fluorescéncia em todos os
antigenos na presenga de soro positivo, sendo este deslocamento mais evidente
no caso do SV11, conforme verificado nos histogramas abaixo (Figura 16).
Considerando que um maior deslocamento adireita em tese permite a

diferenciacao mais evidente das amostras negativas, que por sua vez induzem
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deslocamento mais aesquerda dos picos de fluorescéncia, a diluicao de 1:400 foi

eleita para ser utilizada nos ensaios com 0s grupos teste.
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Figura 16 - Histogramas demonstrativos das intensidades de fluorescéncia obtidas apés

a incubacgéo das beads acopladas ao antigeno total de promastigotas de L. infantum (LiAg) e aos

peptideos da proteinas A2 (SV11, PP16 e VQ34) em trés diferentes diluicdes de conjugado:

1:1600 (linha laranja); 1:800 (Linha azul) e 1:400 (linha vermelha), na presenca de soro positivo

obtido de cao com LVC sintoméatico na concentracdo de 1:800. Foram utilizadas as microesferas

acopladas nas concentracoes de 10ug para LiAg, 20 pyg para SV11 e PP16, e 5ug para VQ34.
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5.4 DILUICOES DE SORO

Ao comparar as diferentes concentracdes de soro apresentadas na Figura
13, pode-se constatar que o uso da diluicdo de 1:1600 foi notadamente mais
eficaz em relacdo a diluicao de 1:800 para evidenciar a marcacao de
fluorescéncia em todos os quatro antigenos .

Considerando este resultado, para verificar se os soros ainda mais
diluidos permitiriam melhor leitura dos resultados do CBA, foram feitos ensaios
comparando as diluicbes de soro 1:1600 e 1:3200. Neste caso foi possivel
evidenciar a diferenca de marcacao entre soros negativos para LVC diluido em
1:1600 e soros positivos nas diluicbes de 1:1600 e 1:3200, com maior
deslocamento a direita dos picos de fluorescéncia para todos os antigenos
testados nestas duas diluicbes de soro positivo (Figura 17). Neste caso também
foi possivel verificar picos de fluorescéncia sobrepostos no caso de LiAg e SV11
nos soros positivos com diluicdes diferentes, mas ficou evidente a maior
intensidade de marcagéo nos casos do peptideo PP16 e VQ34, em se utilizando

0 soro mais diluido (1:3200).
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Figura 17 - Histogramas demonstrativos das intensidades de fluorescéncia obtidas apds
a incubacgao das beads acopladas ao antigeno total de promastigotas de L. infantum (LiAg) e aos
peptideos da proteinas A2 (SV11, PP16 e VQ34), em reagbes utilizando soro de cao negativo
para LVC em diluicdo 1:600 (linha azul), soro de cao positivo na diluicdo 1:1600 (linha verde) e
na diluicdo 1:3200 (linha vermelha). O conjugado anti-lgG de cao FITC foi utilizado na diluicdo de
1:400

Considerando que foi detectada pouca ou nenhuma diferenca entre as
concentragdes de soro avaliadas nas reacdes com os peptideos Li e SV11, mas
que nos casos de PP16 e VQ34 (Figuras 17 e 18), ficou evidente a melhor
marcac¢ao quando utilizada a diluicdo de 1:3200, esta foi titulagdo das amostras

de soro eleita para a utilizacdo no ensaio com os grupos teste de caes.
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Figura 18 - Resultados comparativos das intensidades médias de fluorescéncia (MFI) obtidas
apdés a incubacao das beads acopladas ao antigeno total de promastigotas de L. infantum (LiAg
— barra cinza) e aos peptideos da proteinas A2 (SV11 — barra amarela, PP16 — barra rosa e
VQ34 — barra azul) na presenca de soro positivo obtido de 3 cdes com LVC sintomética nas
diluicdes de 1:1.600 (barras lisas) 1:3.200 (barras hachuradas) e conjugado anti-lgG de cao FITC
na diluicdo de 1:400. As barras demonstram as médias das MFI + Erro Padréo.

Ao fim desta etapa, foram estipuladas portanto todas as
concentragdes/diluicdes dos componentes do CBA proposto neste estudo, a
serem utilizadas nos ensaios com 0s grupos teste de animais, conforme descrito

na Tabela 3.
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Tabela 3. Identificagdo dos componentes e respectivas concentracdes e quantidades

estipuladas para o ensaio multiplex por citometria de fluxo para diagnéstico de LVC.

Componentes Identificagéo Concentracao ou Diluicdo | Quantidade/reacéo
Controle Bead s/ acoplamento | - 10.000 beads
Controle Bead+BSA 20ug 10.000 beads
Controle Beads +IgG de cao | 20 g 10.000 beads
Antigeno LiAg 10 pg 10.000 beads
Antigeno SV11 20ug 10.000 beads
Antigeno PP16 20 g 10.000 beads
Antigeno VQ34 5ug 10.000 beads
Conjugado Anti IgG-FITC 1:400 100uL

Amostra Soro canino 1:3200 100uL

5.5 ENSAIOS MULTIPLEX COM GRUPOS DE CAES

Utilizando as concentracdes/diluicdes e quantidades dos componentes
descritos escolhidos nas etapas anteriores (Tabela 3), realizaram-se 0s ensaios
CBA com os grupos teste de caes com diferentes situacées em relacdo a LVC.
Embora tenham sido testadas amostras de todos os cdes enumerados na Tabela
2, 0s dados demonstrados a seguir foram obtidos a partir das amostras dos caes
elencados na Tabela 4 (abaixo).

Alguns dados foram descartados em funcédo de sinais de contaminacao
verificados em amostras, que foram em grande parte associados a resultados
discrepantes em relacédo a outros de um mesmo grupo de animais. Uma vez que
reacdes cruzadas com outros agentes biolégicos sdo sabidamente uma das
grandes fontes de erro no diagnédstico soroldgico de LVC, presume-se que ndo
ha sentido em utilizar os dados obtidos das amostras com sinais de

contaminagao.
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Tabela 4. Identificacdo dos cades separados pelos grupos teste: Caes Sadios, Caes
Sadios Vacinados, Caes Positivos (para LVC) Sintomaticos e Caes Positivos (para LVC)
Assintomaticos, cujas amostras foram analisadas gerando os resultados descritos na secgdo 5.5
deste trabalho.

Caes Sadios Caes Sadios Caes Positivos Caes Positivos
Vacinados Sintomaticos Assintomaticos
C1 C1 02/13 03/13
C3 C3 02/14 15/14
C4 C4 04/14 43/15
C6 C6 05/14 52/15
C22 C7 09/14 114/17
C57 C8 23/14 178
C60 C9 25/14 183
26/14
197/21
162
182
187

Apds anadlise dos dados, foi constatado que ndo houve diferenca
significativa entre os grupos de animais comparando-se as intensidades médias
de fluorescéncia obtidas em todos os antigenos testados. Verificou-se uma
tendéncia das intensidades de fluorescéncia serem maiores no grupo de
sintoméaticos, seguido pelo grupo de assintomaticos e grupo de vacinados,
principalmente para os peptideos PP16 e VQ34, sendo o grupo de animais
sadios 0 que demonstrou menor marcagao para todos os antigenos testados. Foi
possivel verificar uma diferenca estatisticamente significativa entre os animais
sintomaticos e o grupo controle e entre os animais sintomaticos e os vacinados,
para o peptideo VQ34 (Figura 19). Com relacdo ao antigeno total, LiAg,
observamos respostas de MFI muito heterogéneas em todos o0s grupos de

animais analisados. De forma ndo esperada observamos um padrao semelhante
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de resposta inclusive na avaliacdo dos resultados de BSA, com uma dispersao
grande nas MFI observadas no grupo de caes sintomaticos, indicando uma
possivel reacdo de anticorpos anti BSA presentes no soro dos caes, que podem
ter reagido com a BSA utilizada no acoplamento dos peptideos SV11, PP16 e
VQ34 as beads, interferindo na avaliagao dos resultados obtidos.
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Figura 19 - Comparagaodas intensidades médias de fluorescéncia obtidas no CBA para
LiAg, SV11, PP16, VQ34 e BSA nos diferentes grupos de caes estudados. As barras
demonstram as médias das MFI £ Erro Padrdo. Teste Mann Whitney.

Avaliando-se individualmente animais de cada grupo que tiveram a
intensidade de fluorescéncia detectadas para BSA mais elevada ou mais
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reduzida (Figura 20), verifica-se claramente que as marcagbes de todos os
outros antigenos também se mostra elevada ou reduzida, acompanhando o que
ocorre com BSA em todos os casos. Trata-se de mais uma evidéncia de que as
reacdes de anticorpos do soro com BSA estdo interferindo na reacédo e

dificultando a interpretacao dos resultados.
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Figura 20 - Dot plots representativos da marcacao multiplex nos grupos de caes sadios,

vacinados, assintomaticos e sintomaticos. O eixo X representa a intensidade de marcagao do

conjugado anti-lgG de cao conjugado a FITC. O eixo Y representa a intensidade de marcagéo de

Starfire Red (marcacéo interna das beads). Os gates LiAg, SV11, PP16 e VQ34 representam as

respectivas populacdes de beads acopladas ao antigeno total de promastigotas de L. infantum
(LiIAg) e aos peptideos da proteinas A2 (SV11, PP16 e VQ34). O gate BSA representa a
populacdo de beads acopladas apenas com BSA. Dot plots A — Amostras com BSA

apresentando baixa intensidade de marcacgéo de anti-IgG-FITC. Dot plots B — Amostras com BSA

apresentando alta intensidade de marcagao de anti-IgG-FITC.
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5.6 COMPARAGCAO DE RESULTADOS OBTIDOS COM SORO X
PLASMA

Visto que foram disponibilizadas amostras de soro e plasma de alguns
animais sadios e enfermos, estas foram submetidas ao teste de CBA para se
obter dados preliminares sobre a diferenca de respostas entre soro e plasma
neste ensaio.

Foi possivel detectar a presenca de anticorpos IgG para todos os
antigenos do CBA nas amostras de plasma analisadas, tendo sido detectadas
diferencas significantes entre os resultados de soro e plasma para os 3
peptideos testados (Wilcoxon p<0,05), com maiores intensidades de
fluorescéncia sendo observadas nas amostras de plasma se comparadas as de
soro (Figura 21). Percebe-se uma tendéncia de paralelismo entre os resultados
obtidos de soro e plasma, em se comparando as médias de intensidades de
fluorescéncia dos antigenos do CBA entre si, sinalizando uma sensibilidade

analitica mais elevada do ensaio no caso de amostras de plasma.

LiAg SV11 PP16 vQ34 BSA

30001 3000~ 30001 30004

p=0,0078
p=0,0142

2000 2000{ —— 2000{ P=0,0078 2000

10004 1000 1000 1000

A\

T T v T T T T v T T T e s
Soro  Plasma Soro  Plasma Soro  Plasma Soro  Plasma Soro  Plasma

Figura 21 - Resultados comparativos das Intensidades médias de fluorescéncia (MFI)
obtidas apds a incubacdo das beads acopladas ao antigeno total de promastigotas de L.
infantum (LiAg) e aos peptideos da proteinas A2 (SV11, PP16 e VQ34) na presenca de soro ou
plasma obtidos de 2 caes sadios ndo vacinados (triangulos cheios), 4 caes sadios vacinados
(quadrados vazios) e 2 portadores de LVC (1 sintomatico - circulo cheio, e 1 assintomatico -

circulo vazio).
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6 DISCUSSAO

A LVC é reconhecida como um importante problema de saude publica,
em virtude de seu potencial zoonédtico, e por isso éfundamental o
desenvolvimento e aprimoramento de testes, para que seu diagnéstico seja

realizado de uma forma cada vez mais eficaz e rapida.

Sabe-se que a LVC é caracterizada por uma marcante resposta
imunolégica humoral (OLIAS-MOLERO et al, 2020), com elevada producéao de
anticorpos, particularmente IgG, a partir de 1-4 meses apds a infeccao (MAIA et
al, 2010). Embora esta hiperglobulinemia seja caracterizada como deletéria e
ndao como protetiva, em funcao da deposicdo de imunocomplexos que induzem
danos nos tecidos e 6rgaos acometidos pelo parasito(LUVIZOTTO, 2006), ela é
bastante Util quando se trata do diagnéstico da enfermidade. Os testes mais
utilizados no mundo atualmente para o diagnostico da LVC sdo de natureza
sorolégica, embora estes, freqientemente, apresentem falhas e resultados
incongruentes entre si (SANTAREM et al, 2020), principalmente no que se refere
a deteccdo da doengca em animais assintomaticos. Utilizando antigenos
variados, muitos estudos tém sido realizados abordando inclusive a presenca de
diferentes clones ou subclasses de IgG, e sua correlacdo com o status clinicos
de caes infectados ou ndo (CAMPOS et al., 2018; ELMAHALLAWY et al., 2021;
FARIA et al., 2015; OLIAS-MOLERO et al., 2020; TERRAZZANO et al., 2006),
mas os resultados obtidos até entdo sao variaveis e mantém o tema

inconclusivo.

Neste contexto, a proteina recombinante A2, inicialmente isolada em L.
donovani por Charest e Matlashewski (1994), e utilizada atualmente na
elaboracdo da vacina Leish-Tec® (Unica disponivel para caes no Brasil), se
destaca como importante antigeno para o diagnéstico de LVC, por permitir
sensibilidade variando de 60 a 87% e especificidade de 100% em testes
sorolégicos (CARVALHO et al, 2002). Epitopos de células B da proteina A2 ja
foram identificados e testados, com o objetivo de se alcancar melhorias no
diagnostico da leishmaniose em humanos e cdes (MENDES et al 2017; VALE et
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al, 2019). Em um estudo com céaes utilizando a técnica de ELISA, Campos e
colaboradores (2018) identificaram 3 epitopos lineares de células B da proteina
A2 (SV11, PP16 e VQ34), que foram capazes de indicar diferencas entre as
respostas soroldgicas de caes sadios, sadios vacinados, infectados sintomaticos
e infectados assintomaticos, sendo a IgG anti-SV11 apontada como um possivel
marcador de caes vacinados com Leish-Tec®.

Tomando como base os dados obtidos por Campos e colaboradores
(2018), e utilizando os mesmos epitopos da proteina A2 por eles identificados, foi
idealizado o presente estudo, utilizando como metodologia, entretanto, um
ensaio de citometria de fluxo com microesferas - o CBA.

A citometria permitiu uma revolucdo na area de diagndsticos por permitir
avaliacbes precisas de inumeros processos biologicos (MENDES et al, 2019),
sendo muitas destas analises realizadas com o auxilio das beads, nos ensaios
do tipo CBA. Em se tratando de sorologia, os ensaios com beads permitem a
deteccdo de até cem respostas de anticorpos a antigenos diversos,
simultaneamente, possibilitando a diferenciacdo dos estagios de uma ou mais
enfermidades em uma Unica analise de apenas uma amostra (WAKEMAN et al,
2021). As vantagens do CBA incluem ainda a necessidade de pequenos volumes
amostrais, a boa reprodutibilidade de dados e resultados, e a possibilidade de
comparagao direta com outros ensaios existentes (MORGAN, 2004). Além disso,
por se tratar de uma plataforma com mudltiplas utilidades, é cada vez mais usual
a presenca de equipamentos de citometria de fluxo em laboratérios, clinicas e
hospitais, o que permite a difusdo do uso da técnica de CBA. Estudos realizados
ja apresentaram resultados promissores para o diagnostico de Malaria
(AMBROSINO et al, 2010; FOUDA et al, 2006) e leishmaniose cutanea
(MENDES et al, 2019; PEDRAL-SAMPAIOQ et al, 2016) utilizando o CBA.

Para a investigacdo de anticorpos anti-SV11, anti-PP16 e anti-VQ34
através da técnica de CBA em cées, foi necessario inicialmente acoplar estes
antigenos as microesferas carboxiladas ou beads. Este acoplamento é feito por
meio de ligacdes covalentes aos terminais carboxilicos (COOH) das beads.
Nesta reacdo, ativa-se o terminal COOH das microesferas com carbodiimida
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soluvel em agua, criando um éster ativo que por sua vez reage com o terminal
amina da proteina de interesse, acoplando-a a microesfera (ARSHADY, 1993).
Estudos evidenciaram que peptideos muito pequenos nao se acoplam
adequadamente as beads carboxiladas(AMBROSINO et al, 2010), de forma que
julgou-se necessario ligar os peptideos a uma proteina, e em seguida acoplar o
complexo peptideo-proteina as beads. A Albumina Sérica Bovina - BSA, foi
escolhida como proteina para permitir o acoplamento dos peptideos as beads.

A BSA é mundialmente utilizada como agente bloqueador em
imunoensaios, para prevenir reacbes inespecificas de reagentes ou
biomoléculas as superficies de placas e tubos (XIAO; ISAACS, 2012). De facil
aquisicdo e armazenamento, ela é utilizada em concentragdes de 1 a 3% na
solucao tampaodos ensaios (GIBBS, 1991), principalmente no caso do ELISA
(AHIRWAR et al., 2015). A BSA foi escolhida, portanto,tendo por base sua ampla
indicacdo de uso em imunoensaios, tomando-se o cuidado de utilizar as beads
acopladas somente a BSA como um dos controles do CBA em desenvolvimento
com a intencao de se obter dados a respeito de eventuais ligacdes inespecificas

de anticorpos do soro a esta proteina.

Assim sendo, utilizando microesferas sem acoplamento, e acopladas a
lgG canina, BSA, LiAg (antigeno total de L. Infantum), e aos peptideos SV11,
PP16 e VQ34 (os trés ultimos por meio da BSA), foram feitos os experimentos
de escolha de concentracdao de antigenos acoplados as beads, de diluicao de
conjugado anti-lgG-FITC e de diluicdo de amostras de soro para o CBA,
chegando-se aos melhores resultados com as concentracdes/diluicdes
elencadas na Tabela 3.

Este estudo teve como objetivo principal verificar o padrdo de resposta
sorolégica de céaes ao antigeno total de L. infantum - LiAg, e aos epitopos SV1i1,
PP 16 e VQ34 da proteina A2 num ensaio do tipo CBA, e foram verificados
anticorpos para todos estes antigenos em todas as amostras testadas.
Percebeu-se que nos histogramas de aquisicdo da citometria, os peptideos
apresentaram picos homogéneos e bem concentrados de intensidade de
fluorescéncia, ao passo que nos graficos relativos a LiAg, 0s picos apresentaram
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um perfil mais difuso. Em ensaios do tipo CBA, os picos de intensidade de
fluorescéncia costumam ser bem concentrados, em virtude da homogeneidade
das beads (tanto em relacdo a FSC quanto a SSC). Uma explicacao para esta
diferenca nos padrdes de leitura entre beads acopladas a peptideos e beads
acopladas a LiAg, estd na natureza das moléculas: enquanto os peptideos sao
particulas semelhantes entre si e altamente purificadas, o antigeno total LiAg é
composto pelo extrato bruto de promastigotas de L. Infantum, contendo diversas
estruturas do protozoario, que possuem variados potenciaisimunorreativos, e
que se ligam aleatoriamente as beads, gerando provavelmente acoplamentos
heterogéneos de antigenos e, por consequéncia eventos com diferentes
intensidades de fluorescéncia, que geram um perfil mais disperso do pico de

marcacao durante a aquisicao no citbmetro.

Ainda sobre o padrdo de intensidade de fluorescéncia, nas reagdes aos
peptideos, foi observado que em SV11 e PP16 houve um aumento da marcagao
nas beads conjugadas com o aumento da concentracdo de antigeno, sendo a
melhor marcagéo verificada na concentracdo de 20ug, enquanto o inverso foi
verificado no caso do VQ34, onde as marcacdes foram mais intensas com a
diminuicdo da concentracdo do antigeno, sendo por isso escolhida a
concentracao de 5ug para a realizagcdo dos demais ensaios. Acredita-se que o
motivo desta relacdo inversa concentracado/intensidade de fluorescéncia esteja
relacionada ao tamanho maior do peptideo VQ34, que em maiores
concentracdes pode se sobrepor na superficie das beads, escondendo sitios de
ligacdo aos anticorpos e assim inibindo a presenca da IgG na reacdo, que seria
revelada pelo conjugado na etapa seguinte do ensaio.

Ja nos ensaios multiplex, o VQ34 foi, por sua vez, o Unico peptideo para o
qual detectou-se resposta diferente entre os grupos de caes estudados, sendo a
concentragdo de anticorpos anti-VQ34 significativamente maior nos caes
sintomaticos que nos outros caes. Esse dado levanta a possibilidade de uso
deste peptideo no diagnoéstico diferencial da LVC com outras doencas de
sintomatologia semelhante, inclusive em ensaios multiplex que contemplem
enfermidades diferentes, porém mais estudos devem ser realizados para se

verificar esta alegacao.
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Nos resultados obtidos na comparacao das analises de soro e plasma do
mesmo individuo, verificou-se diferenca significativa entre os resultados destes
dois tipos de amostra, evidenciando uma sensibilidade analitica mais elevada,
no caso do plasma (Figura 21). Embora o soro seja a matriz mais amplamente
utilizada ao longo dos anos em ensaios clinicos, o uso do plasma deve ser
melhor considerado, no sentido de prevenir as modificagdes decorrentes do
processo de coagulacao que podem interferir em alguns analitos (PLEBANI et al,
2020), o que parece ter ocorrido no nosso caso. Julga-se muito importante
verificar a possibilidade de uso de tipos de amostras diversas em testes
diagndsticos em animais, pois na pratica, nem sempre é possivel obter a
amostra considerada ideal para o ensaio. Os dados a respeito do melhor
desempenho do plasma no CBA multiplex aqui obtidos sdo preliminares, e
deverao ser melhor verificados em estudos futuros no desenvolvimento do

ensaio.

Considerando os resultados aqui demonstrados, ndo foi possivel reproduzir,
através deste trabalho, os resultados observados por Campos e colaboradores
(2018), onde através do ELISA, altas concentracées de IgG anti-VQ34 foram
verificadas na maioria dos soros de animais dos grupos de vacinados e de
sintométicos e IgG anti-PP16 e anti-SV11 foram apontados como possiveis

marcadores para caes vacinados com Leish-Tec®

Acredita-se que uma interpretacdo adequada dos resultados deste
trabalho foi prejudicada pela presenca de anticorpos anti-BSA nas amostras
utilizadas. A presenga destes anticorpos foi evidenciada ao analisar os dados de
intensidade média de fluorescéncia das beads acopladas somente a BSA, que
serviriam de controle para eventuais ligacdes inespecificas a esta albumina no
ensaio. Alguns caes entretanto apresentaram expressiva reagcdo a BSA,
independente do grupo de estudo em que estavam alocados, e além disso,
verificou-se que a intensidade média de fluorescéncia nas reagbes a todos os
peptideos estudados, acompanhou em amplitude a intensidade média de

fluorescéncia observada para BSA nestes animais.
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A principio, as desvantagens do uso da BSA em imunoensaios estariam
relacionadas apenas a variabilidade entre lotes do produto; a dificuldade de
exercer funcdo bloqueadora em algumas superficies e a reagdes cruzadas
conhecida com alguns anticorpos (anti-fosfotirosina e anti-conjugado de BSA-
haptenos) (GIBBS,1991). Alguns estudos ja demonstraram problemas com 0 uso
de BSA em ELISA em humanos, sugerindo o uso de outros agentes
bloqueadores (CHART et al., 1998; KONISHI et al., 2010; XIAO; ISAACS,
2012).Em 1991, Carter e colaboradores apontaram a BSA como uma importante

fonte de erro quando usada em imunoensaio de caes.

O principal problema relacionado aos caes seria a usual presenca de
anticorpos séricos anti-BSA em individuos desta espécie. Embora nao seja
indicada para uso terapéutico em caes (MOSLEY; MATHEWS, 2008), a BSA é
amplamente utilizada no cultivo de células para a producdo de vacinas para
animais, além de poder ser usada diretamente como estabilizante em
imunoégenos (HOGENESCH et al, 1999), e por este motivo seria possivel
encontrar anticorpos anti BSA em caes sadios (CARTER et al, 1991).
Corroborando esta hip6tese, HogenEsch e colaboradores (2002) verificaram a
notavel presenca de anticorpos anti-BSA por até 50 semanas em caes apoés a
vacinagdo contra raiva. E possivel ainda que a formacédo de anticorpos anti-BSA
também esteja associada a alteracdes de permeabilidade na mucosa intestinal
em caes com enterite crénica (CASTRO, 2019). Os anticorpos anti-BSA também
ja foram relacionados a alergias alimentares (DAY, 2005) e artrite (OHASHI et al,

1996) em caes.

Diante destas informagbes, para viabilizar a continuidade do
desenvolvimento do ensaio CBA aqui proposto, entende-se que um primeiro
passo seria realizar um teste sorolégico apropriado, como por exemplo o ELISA,
com todas as amostras de caes disponiveis, para verificar seus titulos
especificos de anticorpos anti-BSA. Uma vez confirmadas elevadas
concentragdes séricas desta imunoglobulina nas amostras, descartar-se-ia 0 uso
da BSA nas reagdes, partindo para outras estratégias de acoplamento dos
antigenos as beads e outras opgbes de bloqueadores no tampao, como por
exemplo a caseina ou gelatinas (VOGT Jr. et al, 1987).
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Embora existam dados sobre o insucesso no acoplamento de pequenas
moléculas (AMBROSINO et al, 2010), considerando a pronta disponibilidade de
beads e dos peptideos sem BSA no Laboratério de Imunoparasitologia do 10C, é
possivel experimentar e avaliar o acoplamento direto dos antigenos as
microesferas carboxiladas, como forma mais rapida e econémica de contornar
as reacgdes indesejaveis com a IgG anti-BSA no soro dos caes e continuar de
forma assertiva os estudos deste ensaio multiplex para diagnéstico de LVC.
Caso nao se obtenha éxito no acoplamento direto dos antigenos, a opcao seria a
busca de outra proteina de acoplamento ou mesmo outra categoria de
microesferas como as de streptavidina, onde o analitos ligados a biotina se
acoplam as beads por meio da biotinilagdo (QuantumPlex™ Streptavidin.
ANEXO D), sendo desnecesséario neste caso o uso de qualquer proteina

adicional para a ligagao dos peptideos as beads.

Ante ao exposto, mesmo que ndo tenham sido obtidos os resultados finais
esperados neste estudo, julga-se precipitado descartar o modelo de ensaio
sorolégico aqui proposto, uma vez que é possivel, através das sugestdes
apontadas, contornar as inconformidades detectadas relacionadas a anticorpos
anti-BSA nos soros dos caes.

Considerando a necessidade de incrementos no diagnéstico da LVC,
acredita-se que a citometria de fluxo € uma tecnologia a ser melhor explorada
neste contexto e que, ante as diversas alternativas sorolégicas possiveis, o teste
do tipo CBA multiplex se mostra promissor como técnica a ser aprimorada para o

diagnostico da enfermidade.
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7 CONCLUSOES

O protocolo de acoplamento de 1gG, BSA, do antigeno total LiAg, e dos
peptideos SV11, PP16 e VQ34 as microesferas carboxiladas foi bem sucedido.

As concentracoes 10ug de LiAg, de 20ug de SV11 e PP16, e de 5ug de
VQ34 acopladas as microesferas foram consideradas as mais adequadas para a
reagdao com soro dos caes positivos e negativos para LVC.

As diluicobes do conjugado de 1:400 e a de soro de 1:3200 foram
verificadas como as melhores para avaliar a presenga das imunoglobulinas anti-
LiAg, anti-SV11, anti-PP16 e anti-VQ34 em soros de caes positivos e negativos
para LVC.

Anticorpos anti-LiAg, anti-SV11, anti-PP16 e anti-VQ34 foram detectados
em todas as amostras de caes examinadas, embora ndo tenha sido possivel
verificar diferenca significativa entre os grupos de céaes testados (controles
sadios, vacinados, infectados assintomaticos e infectados sintomaticos) a
respeito do perfil de resposta aos antigenos utilizados no CBA.

Foi verificada a presenca de intensa reagao sorolégica a BSA no soro de
varios individuos de todos os grupos testados, nos quais a reagao aos antigenos
LiAg, SV11, PP16 e VQ34 foi também visivelmente exacerbada se comparada
aos individuos com menor resposta a BSA, onde conclui-se que o uso da BSA
como meio de acoplamento dos peptideos as beads prejudica a leitura correta
do ensaio e a interpretacdo dos dados obtidos.

Foi possivel detectar anticorpos anti-LiAg, anti-SV11, anti-PP16 e anti-
VQ34 tanto em soro como em plasma de caes.

Para a continuidade dos estudos do modelo de CBA multiplex proposto,
apresenta-se como solucdo a questdo dos anticorpos anti-BSA dos caes, a
tentativa de acoplamento dos peptideos diretamente as beads carboxiladas ou a
substituicdo destas por beads de streptavidina e peptideos acoplados a biotina,
além da alteracdo do agente blogueador na solugdo tampao utilizada nos

ensaios.
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Instiiuio Dewaldo Cruz
Comigado de Etica no Uso de Anlraks - CEUASIQC

LICENCA L-045/2015

Carlificamos que o protecolo (CEUANQC-044/2015), intitulzdo “Avaliacdo dos
padries celuiares e imuncligicos contra Lelshmanlose Visceral @ de cles
naturalmente infectados com L jmfanfum”, sob a responsabilidade de PAULA
MELLO DE LUCA atende ao disposta na Lei 11784/08, que dispbe sobre o uso
clentifico no uso de animails, inclusive, aas principios da Socisdede Brasileira de
Cigncia em Animais de Laboratre (SBCAL). A referida ficenca ndo axime a
chsenvancia das Leis & demais exigénclas legals na vasta legislagdo nacianal,

Esta licenga tam validads até 01102012 e inclul o uso total de:

Qutro, cepa:
Cp - Camz familiars — B0 animais — 40 animais machos - 40 animais fameas —
Acima de 4 meses - 2 30kg

Observagio: Esta Fcenga ndo substitui outras flicengas necessdrlas, como
Certificado. de  Qualidade em Bicsseguranca para  animais  gensficaments
madificades, cerificado de IBAMA para caplusa de animails sivesires ou outras

Rio de Janeiro, 21 de cutubro de 2015,

Flivio Alves Lara
Coordenador Adjunto da CEUA/Instituto Oswaldo Cruz
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Comissio de Etlea
no Uso de Animais

ear Mrs.

Nazare Fernanda Morgado

Rio de Janeiro, October 24, 2014,

The Ethics Commitiee on Animal Use (CEUA) of Oswaldo Cruz Foundation declares

that research which uses tissues fragments after euthanasia, without animal manipulation does

not need 10 be submitted for this Committee, according to Brazilian's Law 11794/08.
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Oectavio Augusto Franca Presgrave

—

presarev®
Dﬂﬂm pnF-
e oue=

Comissao de Etica no Uso de Animais
Vice-presidiéncia de Pesquisa @ Laboratdrios de Referdneea - Fundacio Oswaida Cruz
Av, Brasil, 4036 - Predio da Expansao — sala 200 - Manguinhos - Rio de Janeiro / RJ
Telefone: (21) 2882 9121 e-mail. ceva@hocruz br
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Animal Sinais Clinicos Sexo | Ectoparasitos Porte Resultado Resultado Idade Grupo
Soroldgico Parasitologico (meses) Experimental
002/2013 Alopecia Macho Nao Pequeno | DPP+/ELISA+ Positivo ND Infectado
Dermatite (234000 Sintomatico
Hepatomegalia parasitas/10°células)
Linfadenopatia
Esplenomegalia
Condicao corporal
ruim
002/2014 Dermatite Fémea Pulgas Médio DPP+/ELISA+ Positivo (9480 ND Infectado
Onicogrifose Carrapatos parasitas/106célula) Sintomatico
004/2014 Dermatite Macho N3o Médio DPP+/ELISA+ Positivo ND Infectado
Onicogrifose (20300000 Sintomatico
Esplenomegalia parasitas/10°células)
Condicdo corporal
ruim
005/2014 Dermatite Fémea Carrapato Grande DPP+/ELISA+ Positivo (71700 ND Infectado
Pulga parasitas/106células) Sintomatico
009/2014 Dermatite Fémea Pulgas Médio DPP+/ELISA+ Positivo ND Infectado
Ceratoconjuntivite Carrapatos (75600 Sintomatico

Onicogrifose
Esplenomegalia
Condicdo corporal
ruim

parasitas/10°células)
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023/2014 Dermatite Fémea Pulgas Médio DPP+/ELISA+ Positivo (78100 ND Infectado
Onicogrifose parasitas/106células) Sintomatico
Esplenomegalia
025/2014 Alopecia Fémea Nao Pequeno | DPP+/ELISA+ Positivo ND Infectado
Dermatite (52000 Sintomatico
Ceratoconjuntivite pa rasitas/10%células)
Onicogrifose
Esplenomegalia
026/2014 Hepatomegalia Fémea Carrapato Grande DPP+/ELISA+ Positivo (193 ND Infectado
Onicogrifose parasitas/10°células) Sintomatico
Esplenomegalia
197/21 Onicogrifose Macho ND Médio DPP+/ELISA+ ND ND Infectado
Alopecia Sintomatico
Dermatite
Condicao Corporal
Ruim
162 Caquexia Macho Pulgas Pequeno | DPP+/ELISA+ Positivo 72 Infectado
Condigdo Corporal Carrapatos Sintomatico
Ruim
182 Alopecia Macho Pulgas Pequeno | DPP+/ELISA+ Positivo(Também 24 Infectado
Linfadenopatia gPCR+) Sintomatico
Anorexia
Condicdo Corporal
Ruim
187 Linfadenopatia Macho Pulgas Médio DPP+/ELISA+ Positivo (Também ND Infectado
gPCR+) Sintomatico
003/2013 Linfadenopatia Fémea Pulgas Pequeno | DPP+/ELISA+ Positivo (4890 48 Infectado

parasitas/106células)

Assintomatico




86

15/2014 - Fémea Flea Médio DPP+/ELISA+ Positivo (1440000 ND Infectado
parasitas/106células) Assintomatico
43/15 - Macho Ndo Grande DPP+/ELISA+ ND 36 Infectado
Assintomatico
52/15 - Macho Nao Médio DPP+/ELISA+ ND 24 Infectado
Assintomatico
114/17 - ND ND ND DPP+/ELISA+ ND ND Infectado
Assintomatico
178 - Macho Nao Pequeno | DPP+/ELISA+ Positivo (Também 48 Infectado
gPCR+) Assintomatico
183 - Fémea Pulgas Pequeno | DPP+/ELISA+ Positivo (Também 48 Infectado
Carrapatos gPCR+) Assintomatico
C1 Linfadenopatia Fémea ND Grande DPP- Negativo(Também 66 Controle/Vacinado
gPCR-)
Cc2 - Macho ND Grande DPP- Negativo(Também 48 Controle/Vacinado
gPCR-)
Cc3 - Macho ND Grande DPP- Negativo(Também 60 Controle/Vacinado
gPCR-)
C4 - Macho ND Grande DPP- Negativo(Também 14 Controle/Vacinado
gPCR-)
Cc5 - Macho ND Grande DPP- Negativo(Também 31 Controle/Vacinado
gPCR-)
Cé - Fémea ND Grande DPP- Negativo(Também 28 Controle/Vacinado
gPCR-)
Cc7 - Macho ND Grande DPP- Negativo(Também 31 Controle/Vacinado
gPCR-)
C8 Linfadenopatia Fémea ND Grande DPP- Negativo(Também 72 Controle/Vacinado

qPCR-)
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Cc9 - Macho ND Grande DPP- Negativo(Também 9 Controle/Vacinado
gPCR-)

C22 Linfadenopatia Fémea ND Grande DPP- ND 60 Controle

C57 - Femea ND Grande DPP- Negativo(Também 30 Controle/Vacinado
gPCR-)

C58 Magreza Macho ND Grande DPP- ND 12 Vacinado

C59 Linfadenopatia Fémea ND Grande DPP- Negativo(Também 11 Vacinado
gPCR-)

Cc60 Magreza Fémea ND Grande DPP- Negativo(Também 11 Controle/Vacinado
gPCR-)

ND: Dado ndo Disponivel

PS1: Na coluna "Exames Parasitoldgicos" foram inseridas também as informacdes sobre a quantificacdo de parasitas e sobre e resultado de QPCR,
qguando disponiveis;

PS2: Os animais dos grupos "Controle" e "Vacinados" sdo os mesmos individuos, antes e 6 meses depois de receberem a terceira dose da vacina

LeishTec®, respectivamente.
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QuantumPlex™ Streptavidin
(Product Data Sheet 215)
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