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RESUMO

Hemoparasitoses caninas, endémicas no Brasil e emergentes globalmente, sdo de
relevante preocupagao na medicina veterinaria devido a sua alta morbidade e mortalidade
em caes. Transmitidas principalmente por carrapatos, especificamente Rhipicephalus
sanguineus, essas doencgas sao potencialmente zoondticas e podem manifestar-se em
areas urbanas e rurais. Dentre as principais hemoparasitoses no Brasil, pode-se citar a
babesiose canina, causada pelo agente do género Babesia. Embora muitos caes
manifestem sintomas clinicos evidentes, ha casos de portadores assintomaticos. Assim, um
obstaculo presente é a auséncia de um método de diagndstico agil, preciso e econémico
que permita o tratamento precoce apropriado para os caes, a fim de minimizar as
complicagbes associadas. Portanto, é essencial criar uma técnica de detecgéo rapida,
especifica e de custo acessivel para esse patogeno. Uma alternativa promissora é a técnica
de Amplificagao Isotérmica Mediada por Loop (LAMP), que apresenta uma combinagao de
eficiéncia, rapidez e custo mais baixo quando comparada a Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR) multiplicando o DNA desejado em uma temperatura estavel e gerando
diversas réplicas. O objetivo deste estudo foi desenvolver e padronizar a técnica LAMP para
detectar o protozoario Babesia canis, causador da babesiose canina. Esta doenga, comum
em muitas regides do mundo, é caracterizada principalmente pela destruigcdo dos globulos
vermelhos do hospedeiro, resultando em sintomas como febre, ictericia, anemia e, em
alguns casos, manifesta¢des neuroldgicas. Para isso, amostras de sangue, tecido e cultura
provenientes de caes positivados sorologicamente para babesiose tiveram seu DNA
extraido e foram realizados testes de padronizagao, utilizando dois pares de primers (F3,
B3, FIP e BIP), variando os parametros temperatura, tempo e concentragdo do reagente
betaina. Testaram-se quatro temperaturas (60 °C, 61 °C, 62 °C e 63 °C), sete periodos de
incubacéo (60, 55, 50, 45, 40, 35 e 30 minutos) e sete diferentes concentra¢des de betaina
(OM, 0.4M, 0.6M, 0.8M, 1.2M, 1.4M e 1.6M), utilizando agua como controle negativo. A
deteccdo visual do resultado da técnica foi realizada através do uso de 1uL do corante
intercalante SYBR Green | por amostra. Os resultados indicaram que a reacao foi
padronizada de maneira simplificada, na qual o produto foi amplificado a 62°C, com um
tempo de incubacéo de 60 minutos e 1.2M de betaina. O mesmo protocolo foi utilizado no
teste de especificidade dos primers, no qual a técnica LAMP mostrou amplificagcao
especifica para Babesia canis, sem ocorréncia de amplificagdo cruzada. Assim, o método
LAMP revelou-se agil e descomplicado, sendo excelente para identificar patogenos, como
Babesia canis. Sugere-se estudos subsequentes para analisar a sensibilidade do exame.

Palavras-chave: métodos de deteccdo; LAMP; hemoparasitoses caninas; Babesia canis.
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RESUMEN

Las hemoparasitosis caninas, endémicas en Brasil y emergentes globalmente, son de gran
preocupacion en la medicina veterinaria debido a su alta morbilidad y mortalidad en perros.
Transmitidas principalmente por garrapatas, especificamente Rhipicephalus sanguineus,
estas enfermedades son potencialmente zoondticas y pueden manifestarse en areas
urbanas y rurales. Entre las principales hemoparasitosis en Brasil, se puede mencionar la
babesiosis canina, causada por el agente del género Babesia. Aunque muchos perros
muestran sintomas clinicos evidentes, hay casos de portadores asintomaticos. Asi, un
obstaculo actual es la ausencia de un método de diagndstico rapido, preciso y econémico
que permita un tratamiento temprano adecuado para los perros, con el fin de minimizar las
complicaciones asociadas. Por lo tanto, es esencial desarrollar una técnica de deteccion
rapida, especifica y de bajo costo para este patdgeno. Una alternativa prometedora es la
técnica de Amplificaciéon Isotérmica Mediada por Loop (LAMP), que presenta una
combinacion de eficiencia, rapidez y menor costo en comparacion con la Reaccion en
Cadena de la Polimerasa (PCR), multiplicando el ADN deseado a una temperatura
constante y generando multiples réplicas. El objetivo de este estudio fue desarrollar y
estandarizar la técnica LAMP para detectar el protozoo Babesia canis, causante de la
babesiosis canina. Esta enfermedad, comun en muchas regiones del mundo, se caracteriza
principalmente por la destruccion de los glébulos rojos del huésped, resultando en sintomas
como fiebre, ictericia, anemia y, en algunos casos, manifestaciones neurolégicas. Para ello,
se extrajo el ADN de muestras de sangre y tejido de perros con resultados seroldgicos
positivos para babesiosis y se realizaron pruebas de estandarizacion utilizando dos pares
de cebadores (F3, B3, FIP y BIP), variando los parametros de temperatura, tiempo y
concentracion del reactivo betaina. Se probaron cuatro temperaturas (60 °C, 61 °C, 62 °C
y 63 °C), siete periodos de incubacion (60, 55, 50, 45, 40, 35 y 30 minutos) y siete diferentes
concentraciones de betaina (OM, 0.4M, 0.6M, 0.8M, 1.2M, 1.4M y 1.6M), utilizando agua
como control negativo. La deteccion visual del resultado de la técnica se realiz6 mediante
el uso de 1uL del tinte intercalante SYBR Green | por muestra. Los resultados indicaron que
la reaccion fue estandarizada de manera simplificada, amplificando el producto a 62°C, con
un tiempo de incubacion de 60 minutos y 1.2M de betaina. EI mismo protocolo se utilizé en
la prueba de especificidad de los cebadores, donde la técnica LAMP mostré una
amplificacion especifica para Babesia canis, sin ocurrencia de amplificacién cruzada. Asi,
el método LAMP resulté ser rapido y sencillo, siendo excelente para identificar patégenos
como Babesia canis. Se sugiere realizar estudios posteriores para analizar la sensibilidad
del examen.

Palabras clave: métodos de deteccion; LAMP; hemoparasitosis caninas; Babesia canis.
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ABSTRACT

Canine hemoparasitoses, endemic in Brazil and emerging globally, are of significant concern
in veterinary medicine due to their high morbidity and mortality in dogs. Transmitted mainly
by ticks, specifically Rhipicephalus sanguineus, these diseases are potentially zoonotic and
can manifest in both urban and rural areas. Among the main hemoparasitic diseases in
Brazil is canine babesiosis, caused by agents of the genus Babesia. Although many dogs
display evident clinical symptoms, there are cases of asymptomatic carriers. A present
obstacle is the lack of a swift, precise, and economical diagnostic method that allows for
early and appropriate treatment for dogs to minimize associated complications. Thus, it is
vital to develop a rapid, specific, and cost-effective detection technique for this pathogen. A
promising alternative is the Loop-Mediated Isothermal Amplification (LAMP) technique,
which offers a combination of efficiency, speed, and lower cost compared to Polymerase
Chain Reaction (PCR), amplifying the desired DNA at a stable temperature and producing
multiple copies. The aim of this study was to develop and standardize the LAMP technique
to detect the protozoan Babesia canis, responsible for canine babesiosis. This disease,
common in many regions worldwide, is primarily characterized by the destruction of the
host's red blood cells, resulting in symptoms like fever, jaundice, anemia, and in some
instances, neurological manifestations. For this, blood and tissue samples from dogs
serologically positive for babesiosis had their DNA extracted, and standardization tests were
conducted using two pairs of primers (F3, B3, FIP, and BIP), varying temperature
parameters, duration, and betaine reagent concentration. Four temperatures (60°C, 61°C,
62°C, and 63°C), seven incubation periods (60, 55, 50, 45, 40, 35, and 30 minutes), and
seven different betaine concentrations (OM, 0.4M, 0.6M, 0.8M, 1.2M, 1.4M, and 1.6M) were
tested, using water as a negative control. The visual detection of the technique's result was
performed using 1uL of the intercalating dye SYBR Green | per sample. The results indicated
that the reaction was simplified, amplifying the product at 62°C, with an incubation time of
60 minutes and 1.2M of betaine. The same protocol was used in the primer specificity test,
in which the LAMP technique showed specific amplification for Babesia canis, without cross-
amplification occurrences. Therefore, the LAMP method proved swift and uncomplicated,
excellent for identifying pathogens like Babesia canis. Further studies are suggested to
analyze the test's sensitivity.

Key words: detection methods; LAMP; canine hemoparasitoses; Babesia canis.
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1. INTRODUCAO

Hemoparasitoses caninas sao doencgas caracterizadas endémicas no
Brasil e emergentes em diversos paises do mundo, as quais apresentam grande
importancia na clinica médica veterinaria de pequenos animais por representarem a
principal causa de mortalidade e morbidade em caes domésticos (DANTAS-TORRES,
2010). Podem ser encontradas, e infectar os cées, tanto em area rural quanto em area
urbana. S&o causadas por microrganismos que atuam parasitando células sanguineas
do seu hospedeiro, e transmitidas por artropodes hematofagos, sendo seu principal
vetor os carrapatos da espécie Rhipicephalus sanguineus (VIEIRA, 2017).

Estas doencgas representam um problema histérico devido a sua
prevaléncia e relevancia, podendo vir a ser consideradas como zoonoses (DANTAS-
TORRES, 2008). Dentre as principais hemoparasitoses encontradas no Brasil, é
cabivel mencionar a Babesiose Canina, Anaplasmose Canina, Erliquiose Monocitica
Canina e Leishmaniose Visceral Canina, doengas causadas pelos agentes
patogénicos dos géneros Babesia, Anaplasma, Ehrlichia e Leishmania,
respectivamente (DE ARAUJO et al., 2022; VALENTE, 2014).

Apesar de muitos cées apresentarem sintomas clinicos como febre,
letargia, anorexia, ictericia, disturbios neurolégicos e alteragbes hematologicas, em
diversos casos esses sintomas podem ser inespecificos, como também pode ocorrer
casos em que 0s caes nao apresentam nenhum sintoma clinico, desta forma, sendo
considerados como portadores assintomaticos (HOLANDA et.al., 2019; LASTA, 2011).

Logo, a identificagdo direta destes patdégenos no microscépio torna-
se complexa ao apresentar baixa sensibilidade, a qual € decorrente da baixa carga
parasitaria presente no cao. Em vista disto, o diagndstico de tais doencgas é realizado
pela observacgéo de alteragdes clinicas e hematologicas, em associagao a pesquisa
direta do agente patogénico via microscopia (esfregago sanguineo), testes
moleculares e/ou sorolégicos (Ensaio de Imunoabsor¢ao Enzimatica (ELISA), Reagcao
em Cadeia da Polimerase (PCR)...) (DE ARAUJO et al., 2022; FERREIRA et.al.,
2008).

Através do desenvolvimento da PCR para o uso no diagnostico de
hemoparasitoses, houve uma grande melhoria na detecgédo dessas doengas devido a
uma maior sensibilidade e especificidade do exame (MYLONAKIS et al., 2009).
Contudo, a PCR é um exame molecular de alto custo, o qual apresenta a necessidade
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de mao de obra especializada para sua execugcdo e de equipamentos de custo
elevado, além do tempo necessario para realizar as reagdes, o que impede a utilizagao
da PCR em larga escala em laboratorios de rotina (PINHANELLI, 2014; FOO, 2020;
CHIARI, 2010; VALENTE, 2014).

Dessarte, em busca de uma alternativa mais sensivel, especifica e
gue requer uma menor estrutura laboratorial em relacdo a PCR, pode-se citar a técnica
de Amplificagéo Isotérmica Mediada por Loop (LAMP), a qual trabalha em um menor
tempo de reacdo, com uma maior especificidade e que apresenta um menor custo
(IQBAL, 1994; NOTOMI, 2000).
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 BABESIOSE CANINA

Babesiose canina é uma hemoparasitose de grande importancia
veterinaria no Brasil, sendo endémica em todo o pais e com uma prevaléncia
crescente em areas especificas (BASTOS et.al., 2004). Esta doenga é causada por
um protozoario parasita intraeritrocitario, pertencente a classe Piroplasma, familia
Babesidae e género Babesia, sendo B. canis e B. gibsoni as principais espécies
responsaveis pela incidéncia da doenca em cées (TAYYUB et.al., 2019; DE ARAUJO,
2022; VALENTE, 2014). A espécie B. canis é considerada uma Babesia grande em
relagado ao tamanho da B. gibsoni, com tamanho de aproximadamente 4 a 5 um, sendo
o dobro do tamanho da B. gibsoni, que €& considerada uma Babesia pequena.
Ademais, a B. canis é classificada em trés subespécies: B. canis vogeli, B. canis canis
e B. canis rossi (TAYLOR et.al., 2010). Logo, o que difere as 3 subespécies € a
especificidade do vetor, imunidade cruzada e patogenicidade (ZAHLER et al., 1998).
Entretanto, no Brasil, a babesiose canina € usualmente causada pela B. canis vogeli
e B. gibsoni, as quais apresentam diferentes niveis de patogenicidade, sendo a B.
gibsoni altamente patogénica e a B. canis vogeli de moderada a baixa patogenicidade
(DANTAS-TORRES E FIGUEIREDO, 2006; ZAHLER et al., 1998).

A babesiose esta amplamente distribuida geograficamente no Brasil,
estando essa diretamente ligada a epidemiologia do seu vetor (SOLANO-GALLEGO
et.al., 2008), ocorrendo principalmente em regides de climas tropicais e subtropicais
(VALENTE, 2014). Na regido brasileira, a transmissdo da B. canis ao animal é
realizada, principalmente, pelo carrapato vetor Rhipicephalus sanguineus (DANTAS-
TORRES E FIGUEIREDO, 2006; DANTAS-TORRES, 2008). Esta transmisséo se da
através da picada do carrapato vetor, enquanto ele se alimenta do hospedeiro,
momento em que ele injeta esporozoitos — protozoario em sua fase infectante
(TAYLOR et.al., 2010), presentes em suas glandulas salivares, e estes, nesta forma,
penetram na corrente sanguinea do animal. Logo, como detalhado na figura 1, os
esporozoitos, ja presentes na corrente sanguinea do animal, fixam-se e sofrem
endocitose nos eritrocitos, onde ocorre a sua reprodugdo assexuada por meio de

brotamento/divisdo binaria e as células-filhas se tornam capazes de infectar novos
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eritrécitos, ocasionando uma constante lise de hemacias (DE ARAUJO, 2022;
TAYLOR et.al., 2010).

Por sua vez, o carrapato vetor quando se alimenta do animal infectado
(cdo), ingere o protozoario presente na corrente sanguinea deste, cujo
microorganismo sofre uma transformagéo, na qual tornam-se vermes e, com isso,
penetram no intestino do vetor, onde iniciam sua fase sexuada, gerando
esporocinetos. Em seguida, os esporocinetos atravessam a parede intestinal e
seguem para os ovarios e ovos, onde se unem e se fragmentam para se tornar
microrganismos redondos, o0s quais serdo transmitidos a préoxima geragdo de
carrapatos por transmissdo ovariana. Durante a transigdo dos carrapatos do estagio
larval para o estagio de ninfa, o parasita atinge a glandula salivar, onde se reproduz
assexuadamente. Este ja penetrado nas células da glandula salivar do carrapato, se
multiplica intensamente. Esses parasitas adquirem uma forma vermiforme causando
danos a célula hospedeira, estabelecendo-se no lumen da glandula e, assim, como
pode-se observar na figura 1, sdo inoculados no animal hospedeiro durante a
alimentacdo do carrapato, reiniciando o ciclo. (DE ARAUJO, 2022; TAYLOR et.al.,
2010). O periodo de incubagao da doencga pode levar de 10 a 21 dias e esta pode se
manifestar como hiperaguda, aguda ou crénica, dependendo da patogenicidade da
espécie infectante, imunidade, idade do animal e intensidade da parasitemia
(VALENTE, 2014). Aléem disso, é possivel que o animal ndo apresente sintomas
visiveis, ou seja, portador assintomatico (SALGADO, 2006).

Piroplasmose

~ Babesia canis
Eclosao dos

_ Cinetos nas esporozoitos.
glandulas salivares.

Esporozoitos Trofozoitos
. ~ Transmitidos pelo carrapato .
Fertilizagao no N
intestino do P /e 5) ) 4 Merozoitos
carrapato. ~ (== - . / .
R N y .

Os gametdcitos se > ‘\\ ) < (o) ] Fiss3o
fertilizam levando ao ° 7 Carrapato € e biniria
desenvolvimento de c \ / V)

esporozoitos no (-‘-*j
carrapato.

Merozoitos
= células filhas

Q o Reprodugao
L

assexuada

Ingestao de células sanguineas
vermelhas contendo gametas
pelo carrapato.

\“\
)

Gametécitos

Figura 1 — Esquematizacdo do ciclo de vida do protozoario Babesia canis. Fonte: baseada
em https://www.pathvets.in/whats-new.
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A manifestacdo da babesiose em cées brasileiros revela uma ampla
variedade de sintomas clinicos, a depender do estagio da doenca, podendo variar da
fase subclinica a fase cronica. A forma mais frequente da babesiose € a aguda, na
qual s&o observados sinais como mucosas palidas, hepatoesplenomegalia (aumento
do figado e bago), febre, perda de apetite, ictericia, hemoglobinuria (presenca de
sangue na urina), taquicardia, taquipneia (respiragao acelerada), Emese e depresséo.
Alguns animais podem desenvolver complicacbes como hepatopatia (doenga do
figado), insuficiéncia renal aguda, coagulagao intravascular disseminada (CID) e
sindromes respiratérias (DE ARAUJO, 2022; MATHE et al., 2006; VALENTE, 2014).

Na fase hiperaguda, pode ocorrer acidose metabdlica, sindrome da
resposta inflamatéria sistémica e estase vascular (DE ARAUJO, 2022). Pode-se citar
também a forma subclinica da doenca, a qual € comumente observada em caes que
conseguiram superar a fase aguda da infecgdo, porém continuam abrigando o
hemoparasita em seus 6rgédos, como o bago e o figado. Nessa fase, os caes nao
apresentam sintomas evidentes, mas podem progredir para a forma cronica da
doenga (O’ DWYER E MASSARD, 2002).

Ja na fase crbnica, os animais podem vir a apresentar febre
intermitente, hiporexia ou anorexia, perda de peso, linfo adenopatia e esplenomegalia.
Nesta fase, os parasitas sdo sequestrados na rede de capilares do bago, do figado e
de outros o6rgaos, a partir de onde s&o liberados periodicamente na circulagéo
(TAYLOR et.al., 2010; VALENTE, 2014). Quando ha infeccdo concomitante com
outros hemoparasitas, o quadro clinico do animal pode se agravar (DE ARAUJO,
2022).

2.2 METODOLOGIAS DE DIAGNOSTICO

A babesiose pode ser identificada por uma variedade de técnicas e
procedimentos meédicos, embora a analise microscépica do esfregago sanguineo de
um individuo infectado seja o método mais comumente realizado na pratica rotineira
por sua simplicidade, rapidez e baixo custo (SOLANO-GALLEGO E BANETH, 2011).

O diagnostico parasitologico direto, como € chamado, € obtido pela
visualizagdo dos merozoitos intraeritrocitarios em esfregagcos de sangue periférico e

na camada leucocitaria de animais suspeitos de terem babesiose como indicado por
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O'Dwyer & Massard (2002). Este método, que utiliza amostras de sangue obtidas da
ponta da orelha dos cdes e coloridas com Giemsa, aumenta a probabilidade de
detectar eritrécitos infectados, de acordo com Branddo & Hagiwara (2002). Tal
procedimento é particularmente eficaz em estagios agudos da doenga, no qual ha alta
parasitemia, no entanto, sua sensibilidade é limitada, mas possui alta especificidade,
especialmente no diagnostico de infecgbes agudas durante periodos febris.

Porém, o exame direto ndo permite a distincdo de espécies e
subespécies do parasita, além de n&o ser adequado para o diagndstico em situagdes
de baixa parasitemia, como em casos crénicos da doenga, tornando necessaria a
complementagdo do diagndstico por técnicas mais sensiveis como testes
imunoloégicos (YAMANE et al.,1993; TAYYUB et al., 2019; DANTAS-TORRES E
FIGUEIREDO, 2006). Dentre os testes soroldgicos utilizados para diagnosticar
anticorpos contra Babesia canis, o teste de imunofluorescéncia indireta (RIFI) e o
ensaio imunoenzimatico (ELISA) se destacam. (RIBEIRO et al., 1990; SALGADO,
2006; DANTAS-TORRES E FIGUEIREDO, 2006).

Estes exames sorolégicos permitem a identificagcdo de pacientes
assintomaticos e o diagndstico de infecgbes crdnicas, especialmente quando o nivel
de parasitemia é baixo ou indetectavel no esfregago de sangue periférico. A RIFI é
considerada um teste com moderada especificidade, o que pode levar a falsos
positivos (VALENTE, 2014). Varios outros métodos, incluindo o ensaio ELISA, foram
descritos para a detec¢cao da doenca (SOLANO-GALLEGO E BANETH, 2011). O
ELISA é uma ferramenta confiavel e valiosa para a deteccédo da babesiose, apesar de
algumas limitagdes. No entanto, o diagnostico via testes sorologicos é limitado na
auséncia de sinais clinicos e informagdes sobre o paciente (O'DWYER E MASSARD,
2002).

Recentemente, métodos moleculares, como a PCR, ganharam
destaque devido a sua precisao e sensibilidade na deteccéo da infeccédo por Babesia
no sangue do hospedeiro. A reacdo PCR possibilita a distingdo entre varias espécies,
0 que ndo é possivel com o método do esfregago sanguineo (TAYYUB et al., 2019).
Este exame é altamente especifico e sensivel na pesquisa molecular de Babesia sp.,
alcangcando até 100% de precisdo em alguns casos (DANTAS-TORRES E
FIGUEIREDO, 2006; VALENTE, 2014). Esta técnica pode detectar o agente em

infecgdes agudas, subclinicas ou cronicas, mesmo em casos de baixa parasitemia.
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Contudo, o sucesso e a qualidade da amplificacdo do alvo por PCR
dependem fortemente da pureza dos acidos nucleicos extraidos. A presencga de
inibidores, como a Imunoglobina G, ureia, proteinase K e altos niveis de sais,
compromete a sensibilidade da técnica, podendo gerar resultados imprecisos na
detecgao e amplificagdo do acido nucleico.

Apesar de a PCR ser especifica, sua eficacia pode ser comprometida
se os inibidores nado forem adequadamente removidos. Além disso, os ciclos de
aquecimento necessarios para a técnica tornam-na desafiadores em locais com
recursos escassos. Devido a tais limitagdes, varios métodos de amplificacédo
isotérmica de acidos nucleicos foram introduzidos, buscando excluir a necessidade de
termocicladores (OLIVEIRA et al., 2016).

Todavia, seu alto custo e a necessidade de pessoal treinado para sua
execugao sdo algumas de suas desvantagens, limitando a aplicagdo da PCR ao
diagndstico da doenga em larga escala no Brasil (DANTAS-TORRES E FIGUEIREDO,
2006; PINHANELLI et al., 2014).

A verificagdo da babesiose canina também pode ser feita através da
analise do histérico médico e do exame fisico do cdo em conjunto com exames
laboratoriais que possibilitam identificar diferentes espécies de Babesia spp. O
prognostico da babesiose é determinado pelo momento do diagndstico, pelo estado
de saude geral do animal e pela presenga de outras infec¢gdes simultaneas (DE
ARAUJO, 2022). Esta avaliacéo clinica, frequentemente, se baseia na combinagéo de
sintomas e mudangas hematoldgicas.

Contudo, devido a similaridade dos sintomas com outras doencas,
apenas estes indicadores podem nao ser determinantes para um veredicto preciso.
Para consolidar e confirmar a identificagdo dos microrganismos que compdem essas
enfermidades, varias abordagens sdo empregadas, incluindo exames parasitologicos
diretos, analises soroldgicas e procedimentos moleculares.

Uma abordagem que merece destaque, € a técnica Loop-Mediated
Isothermal Amplification (LAMP), que utiliza o deslocamento da fita para amplificar o
DNA (NOTOMI et al., 2000; MORI et al., 2001; NAGAMINE et al., 2002). Ao contrario
da PCR, a técnica LAMP reconhece seis regides especificas do gene, ndo se limitando
a uma unica area especifica (OLIVEIRA et al., 2016). A eficiéncia desta técnica é
destacada pela sua capacidade de operar isotermicamente, permitindo uma
amplificagcéo eficaz sem a necessidade de mudancgas térmicas (MORI et al., 2001).
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Assim, a LAMP oferece um diagnodstico preciso com estrutura
laboratorial simplificada, ideal para laboratérios, instituicdes educacionais e clinicas
veterinarias (CHIARI, 2010).

No Brasil, o tratamento preferido para a babesiose canina envolve o
uso de dois farmacos: - O Diminazene Diaceturate (Diaceturato de Diminazeno), o
qual é administrado em apenas uma dose entre 2.5-3.5 mg/kg via subcutanea ou
intramuscular; - e o Imidocarb Dipropionate (Dipropionato de Imidocarb), em casos de
infecgcdes por babesias maiores, como a B.canis. Este € administrado em duas doses
entre 5-7 mg/kg, com um intervalo de 2 semanas entre elas, via subcutanea ou
intramuscular (MILLER et al.; BRANDAO E HAGIWARA, 2002).

2.3 AMPLIFICAGCAQO ISOTERMICA MEDIADA POR LOOP (LAMP)

A técnica de amplificagdo isotérmica mediada por loop (LAMP) é
focada na amplificagdo do DNA de patdégenos e baseia-se no principio de
deslocamento de fitas através da Bst DNA polimerase. Esta utiliza-se da enzima DNA
polimerase encontrada no Bacillus stearothermophilus (Bst DNA Polimerase) para a
amplificacdo do DNA alvo (NZELU et al., 2019; GONCALVES et al., 2014). Um dos
diferenciais desta enzima utilizada pela LAMP é a capacidade da mesma de desdobrar
as fitas de DNA, permitindo a amplificagdo em um aquecimento padrdo ou em banho
de agua a uma temperatura especifica, dispensando termocicladores caros (NZELU
et al., 2019).

Além disso, a LAMP apresenta inumeras vantagens, como operagao
a temperatura constante, tempo de reacdo entre 15 e 60 minutos, detecgcao visual
através do uso de corantes fluorescentes, alta sensibilidade e especificidade,
auséncia de substéncias inibidoras e utilizagdo de equipamentos acessiveis
(OLIVEIRA et al., 2016; TOMITA et al., 2008).

E, além da utilizac&o da técnica LAMP para a amplificacdo de DNA, é
possivel emprega-la na amplificagdo de RNA através da adicdo da enzima
transcriptase reversa em conjunto com a Bst DNA polimerase, em uma variagéo
denominada RT-LAMP (GONCALVES et al., 2014).

Esta técnica molecular de amplificagdo destaca-se por sua alta
especificidade, reconhecendo seis sequéncias distintas do DNA alvo através de um
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conjunto de quatro primers (NZELU, et al., 2019; GONCALVES et al., 2014; CHIARI,
2010). Este, por sua vez, consiste em dois primers internos de aproximadamente 40-
42 pb denominados FIP (forward inner primer) e BIP (backward inner primer), e dois
externos de cerca de 17-20 pb, denominados de F3 e B3 (CHIARI, 2010; NZELU, et
al., 2019). E é projetado com base em seis areas especificas da sequéncia alvo, sendo
F3c, F2c e F1c na extremidade 3’, e B1, B2 e B3 na extremidade 5’ (figura 2) (CHIARI,
2010). Os iniciadores FIP e BIP, conhecidos como pares internos, e F3 e B3, como
pares externos, sao responsaveis pela amplificagdo da sequéncia-alvo, a qual ocorre
em duas etapas, a fase ciclica e a néo-ciclica (OLIVEIRA et al., 2016). Enquanto os
iniciadores externos desempenham papel apenas na fase nao-ciclica, deslocando a
fita complementar formada pelos primers FIP e BIP, os internos sdo essenciais na
formacéo de loops nessa mesma fase e na subsequente amplificacdo alternada na
fase ciclica (OLIVEIRA et al., 2016; NZELU et al., 2019)

a

FIP

Fic
F2
=

F3
=l
F3c F2c Fic B1 B2 B3 5’
] o mm
HE B . = ’
F3 F2 F1  TagetDNA Blc B2cB3c

B3

=
B2
Bic

Figura 2 — Esquematizacao das seis regides distintas designadas no DNA alvo, rotuladas como F3,
F2, F1, B1c, B2c e B3 a partir da extremidade 5’, juntamente com os primers (F3, B3, FIP e BIP).
Fonte: Tomita, 2008.

A fase ndo-ciclica (figura 3) inicia-se quando a enzima Bst torna-se
ativa em uma temperatura especifica e desloca uma fita do DNA de dupla hélice,
gerando fitas simples, sem a necessidade de temperaturas elevadas para essa
separagao (GONCALVES et al., 2014). Este processo envolve a participagdo dos
iniciadores internos, os quais criam loops nas pontas do DNA e fornecem uma base
para a subsequente amplificagao da sequéncia alvo. Especificamente, FIP e F3 atuam
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no modo sense, enquanto BIP e B3 no modo anti-sense (NOTOMI et al., 2000;
CHIARI, 2010). Nesta etapa ocorre a sintese de uma fita de DNA complementar a
partir da extremidade 3’ da zona F2 do iniciador FIP. O iniciador interno FIP se liga a
area F2c da sequéncia desejada, orientando a enzima Bst polimerase a comegar a
producdo de uma fita complementar. A vista disto, quando o iniciador externo F3 é
acoplado a zona F3c, o iniciador FIP se desprende do DNA alvo, dando continuagao
a formagao do DNA complementar. Uma fita dupla € formada a partir da fita de DNA
que foi sintetizada pelo iniciador F3, usando o DNA molde como referéncia. O iniciador
FIP ligado a cadeia complementar € liberado como fita simples e, em seguida, essa
fita simples é responsavel por formar um lago (loop) em sua extremidade 5’, devido
ao alinhamento da zona F1c com a F1. Os iniciadores externos, em contrapartida, sao
0s responsaveis por mover a fita complementar formada pelos primers FIP e BIP
(OLIVEIRA et al., 2016). Assim sendo, o DNA complementar de fita simples
deslocado, serve como molde para o acoplamento do iniciador BIP e, posteriormente,
o iniciador B3 se liga a extremidade 3’ do DNA original, liberando o DNA complementar

gerado pelo BIP, criando loops nas estruturas terminais (CHIARI, 2010).
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Figura 3 — Inicio da etapa nao ciclica e formagao dos loops. Fonte: Tomita, 2008.

Versdo Final Honol ogada

16/ 01/ 2024 15:19



23

A fase subsequente a fase n&o ciclica, ou seja, a fase ciclica (figura
4), inicia-se com a atuag¢ao da enzima em uma extremidade do loop, o qual atua como
molde para a sintese. Notavelmente, nesta etapa, os locais de ligagdo dos primers
externos estdo ausentes, fazendo com que a fita gerada pelo primer interno ndo seja
deslocada pelo externo, mas sim pelos loops formados. Desta forma, na fase ciclica,
os primers internos tém papel no anelamento e na sintese das regides alvo F2c, F1c,
B1 e B2 (NOTOMI et al., 2000).

Em suma, o iniciador FIP se conecta a estrutura simples em formato
de halteres (loop), impulsionando a sintese do DNA. O DNA resultante forma lagos na
extremidade 3', dada a compatibilidade entre B1 e B1c. Assim, a sintese inicia-se a
partir da regido B1, usando sua prépria configuragdo como base, liberando o FIP e
sua contraparte. Esta formagdo unica origina uma estrutura anelar, devido a
complementaridade das regides F1 - F1c e B1 — B1c. Paralelamente, o iniciador BIP
se conecta na area B2c, levando a criagcao de padrdes que alternam, lembrando um
lago duplo inicial (CHIARI, 2010). Esta etapa ciclica prossegue até que todos os
primers internos se esgotem, e ao finalizar o ciclo, fragmentos diversos e de multiplos
tamanhos sdo produzidos, podendo alcancar cerca de 10° copias do alvo em menos
de uma hora (CHIARI, 2010; OLIVEIRA et al., 2016).
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Figura 4 — Inicio da etapa ciclica e producao de diversas copias do alvo. Fonte: Tomita, 2008.
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Todavia, em algumas situagdes, ha a incorporagédo de dois primers
adicionais a técnica LAMP, denominados de Loop Primers (FLP e BLP) que s&o
complementares as areas entre F1-F2 e B1-B2 (figura 5), responsaveis por acelerar a
reacdo ao oferecer pontos adicionais de inicio de amplificagdo e garantir maior
especificidade (RIBEIRO et al., 2021; NAGAGIME et al., 2002; GONCALVES et al.,
2014). Estas areas, por ndo serem habitualmente acessadas pelos primers internos,
guando abordadas com o auxilio dos Loop Primers, potencializam a rapidez da reagao
e sua eficacia. Com a acéo destes, as algas de fita simples tornam-se pontos de
partida para a sintese de DNA, acelerando o tempo de amplificagcéo para cerca de 30
minutos (RIBEIRO et al., 2021). De acordo com Nagamine et al. (2002), ao utilizar os
Loop Primers, observou-se uma reducdo de 33% a 50% no tempo de amplificacao,

permitindo a amplificagcdo em apenas 30 minutos.

Figura 5 — Esquema de atuacao dos Loop Primers. Fonte: Ribeiro, 2021.

A vista disso, a fim de sintetizar um conjunto ideal de primers que alie
sensibilidade e especificidade, € importante considerar diversos fatores. A distancia
entre as extremidades 5' de F2 e B2 deve variar de 120-180pb, enquanto entre F2-F3
e B2-B3 deve ser de 0-20pb. A formacgao de loops, por sua vez, precisa ter distancias
entre 40-60pb. E essencial também que os primers tenham em sua composicdo
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aproximadamente 50-60% de CG e 40-50% de AT, evitando-se estruturas
secundarias e regides ricas em AT nas extremidades 3’, além de possuir temperaturas
de melting (Tm) semelhantes e n&o excessivamente baixas para prevenir o
pareamento inadequado. Ademais, a complementaridade com outros primers deve
ser evitada, bem como a presencga de sequéncias palindréomicas (GONCALVES et al.,
2014; RIBEIRO et al., 2021).

Nao obstante, obstaculos persistem na execuc¢ado da técnica LAMP.
Um dos mais preocupantes é a propensao a contaminacido das reacodes, levando a
resultados falso-positivos. A ampla geracdo de produtos amplificados pode causar
contaminagdes cruzadas (PARIDA et al., 2008; OLIVEIRA et al., 2016) e contaminagéo
por aerossois (TAO et al., 2011; RIBEIRO et al., 2021). Portanto, € vital manusear e
realizar a técnica com rigor e sempre incluir controles negativos para identificar
contaminagdes (GONCALVES et al., 2014; TOMITA et al., 2012). O elevado numero
de primers usados na LAMP pode também propiciar interagées indesejadas entre os
primers, principalmente na formacdo de dimeros, resultando em amplificagbes
atipicas (RIBEIRO et al., 2021).

Dessarte, quando o controle negativo mostra resultado positivo pode
ser devido a contaminagao ou amplificacéo imprecisa causada pela dimerizacdo do
primer. Para uma analise mais aprofundada, o controle negativo deve ser examinado
através de eletroforese em gel de agarose: um padrdo de bandas similar a reagéo
positiva indica contaminagdo, enquanto uma aparéncia difusa sugere uma reagao

atipica, geralmente causada pela dimerizagédo dos primers (RIBEIRO et al., 2021).

2.3.1 Métodos de detecgao visual

A técnica LAMP é notdria ndo apenas por sua capacidade de
manipulacio isotérmica, mas também pelo método de deteccao visual que oferece.
Durante o processo de amplificacdo do DNA pela LAMP, ocorre a liberagédo de ions
pirofosfato provenientes da ligagdo de Desoxirribonucleotideos Fosfatados (dNTPs).
Estes ions, quando entram em contato com os ions de magnésio do tampao da LAMP,
formam o pirofosfato de magnésio, um subproduto insoluvel da reagdo (GONCALVES
et al., 2014). Esta formagé&o é possivel devido a grande afinidade dos ions por metais
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divalentes como o magnésio, culminando na criagdo de um precipitado que torna a
reacgao turva (OLIVEIRA et al., 2016).

Diferentemente da PCR convencional, essa formacao de precipitado
permite uma verificagdo visual direta dos resultados da reacdo LAMP, eliminando a
necessidade de eletroforese. No entanto, se o precipitado ndo for claramente visivel,
ainda é possivel confirmar a amplificacdo do DNA pela LAMP através da eletroforese
em gel de agarose ou sistemas colorimétricos (RIBEIRO et al., 2021).

Uma técnica adicional para a detecc¢éao visual do resultado envolve o
uso de corantes fluorescentes, como o SYBR Green |, que tém uma propensao para
se ligar ao DNA (GONCALVES et al., 2014). Estes corantes, ao interagirem com as
fitas de DNA, produzem fluorescéncia, a qual é proporcional ao numero de fitas de
DNA, permitindo uma rapida e facil interpretagao dos resultados (OLIVEIRA et al.,
2016). No entanto, para utilizar o SYBR Green |, é essencial adicionar 1uL do mesmo
apos a reagao, ja que este pode inibir a amplificagdo (TAO et al., 2011). O seu uso
resulta em uma mudanga de cor nos tubos positivos para verde fluorescente,
enquanto os tubos negativos mantém sua cor laranja original (GOLCALVES et al.,
2014).

Apesar das vantagens da detecgdo visual da LAMP a partir da
formagao de precipitado, em certos casos, sua sensibilidade pode ser considerada
inferior quando comparada com métodos que usam SYBR Green | e eletroforese, pois
poderia exigir um maior numero de copias de DNA para evidenciar um resultado
positivo (RIBEIRO et al., 2021).

Diferentemente da PCR, apds a reacdo, os resultados da LAMP
visualizados em gel de agarose apresentam um padrao distinto, caracterizado por
diversas bandas, que representam fragmentos de DNA de diferentes tamanhos
(NOTOMI et al., 2000; GONCALVES et al., 2014).

2.3.2 Reagentes

Reagentes essenciais para a realizagao da técnica LAMP incluem a
enzima Bst Polimerase, Isothermal Buffer, MgSO4, Primers e dNTPs. Como reagente
adicional de suma importancia a amplificagdo, pode-se citar a betaina, responsavel
por atuar na desestabilizacdo da hélice do DNA, tendo papel essencial na
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potencializacdo da eficiéncia da amplificacdo de sequéncias alvo de DNA,
minimizando a amplificagdo de sequéncias indesejadas. Além disso, ela possui a
capacidade de reduzir a formagao de estruturas secundarias em regides de DNA com
alta presenca de guanina e citosina, otimizando a amplificagdo (RIBEIRO et al., 2021;
ABDULLAHI et al., 2015; HENGEN, 2017). Dada sua natureza como analogo de
aminoacido, carregada positivamente e negativamente perto de pH neutro, esta
também harmoniza a temperatura de Melting (Tm) entre os pares de bases AT e GC,
ajudando na separagao das hélices de DNA (RIBEIRO et al., 2021; MA et al., 2017).
Outra vantagem do uso da betaina € que ela atua como um osmoprotetor e, assim
como a albumina sérica bovina (BSA), aumenta a resisténcia da polimerase a
desnaturacdo (HENGEN, 2017).

Além da betaina, um fator de grande importancia a realizagado da
técnica é a propor¢cao dos primers internos em relagdo aos externos, onde a
concentragdo dos internos deve ser superior (RIBEIRO et al., 2021). Ademais, a
quantidade do reagente magnésio, um coadjuvante essencial na LAMP, também pode
alterar significativamente o resultado da técnica. O MgSO4 age como um
impulsionador da Bst DNA polimerase e o controle da sua concentragéo € crucial, pois,
em excesso, pode estabilizar o DNA e promover ligagdes improprias de primers,
levando a amplificagdo inadequada. Em contraste, baixos niveis de magnésio
comprometem a eficiéncia da polimerase, pois este age como seu cofator (RIBEIRO
et al., 2021).
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3. OBJETIVOS
e Objetivo Geral

Desenvolver e padronizar a técnica LAMP qualitativa para deteccao
do hemoparasita zoonoético Babesia canis, responsavel por causar a doenga

conhecida como babesiose canina, a qual acomete caes no Brasil e no mundo.

e Obijetivo Especifico

Padronizar a técnica LAMP qualitativa para a deteccao eficiente do
hemoparasita zoonético Babesia canis. O foco sera otimizar a técnica LAMP para
identificar a presenca do hemoparasita em diversos tipos de amostras, como sangue,
cultura e tecido criopreservado. Este estudo tem o propdsito de desenvolver um
protocolo confiavel e replicavel, através da definicdo de parametros criticos da reacéo,
como determinar o tempo de incubacgao e a temperatura ideal para a amplificacdo do
DNA, bem como estipular as concentragdes apropriadas dos reagentes, para que este
possa ser empregado em laboratérios de diagndstico para a detecgao rapida e precisa
de Babesia canis, contribuindo assim para o controle e prevengao da babesiose

canina.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 AMOSTRAS

Foram selecionadas amostras de cées positivados sorologicamente e
com quadro clinico condizente para babesiose, sendo elas 01 amostra de sangue e
uma amostra de tecido (bago), provenientes do Laboratério Devax Biotecnologia.
Além disso, para a padronizacao, utilizou-se cultura verdadeira positiva para Babesia
canis. Ademais, foi selecionada uma amostra de cultura de Leishmania infantum,
utilizada para teste de reagdo cruzada, seguindo o protocolo padronizado. As
amostras citadas foram armazenadas sob temperatura de -80°C até a extragdo do
DNA.

Figura 6 — Amostras de cultura, sangue e tecido utilizadas na padronizac¢do. Fonte: autoria
prépria, 2023.

4.2 EXTRAGAO DE DNA

A extracdo de DNA de Babesia canis, a partir das amostras de cultura,
sangue e tecido utilizadas, foi realizada através do protocolo do Kit de Extragcao
Miniprep Plus Quick-DNA (Zymo Research). Em seguida, foi aferida a concentragéao
de DNA de cada amostra extraida através do equipamento NanoDrop. As amostras

de DNA foram mantidas a -20°C até o momento de realizagéo das reagées LAMP.
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4.2.1 Protocolo de extragao

No desenvolvimento de um protocolo de extragao de DNA unificado,
com base nos procedimentos para cultura, sangue e tecido, o processo iniciou com a
preparagao da amostra. No caso de culturas, a amostra foi centrifugada a 6.000 rpm
durante 10 minutos, descartando-se o sobrenadante e ressuspendendo os pellets em
500 pl de PBS 1X estéril. Em seguida, ocorreu a desagregagao por vortex e nova
centrifugacdo nas mesmas condicoes.

Para as amostras sanguineas, o processo comegou diretamente com
a adicdo de reagentes, sem centrifugagao prévia. Ja para as amostras teciduais, até
25 mg de tecido foram adicionados em 95 yl de agua milliQ, 95 ul de Solid Tissue
Buffer (Blue) e 10 pl de Proteinase K, sendo a mistura agitada e incubada a 55 °C por
3 horas. Apos a incubacédo, as amostras teciduais foram centrifugadas a 12.000 rpm
por 1 minuto para remover detritos insoluveis, transferindo o sobrenadante para um
novo tubo.

Em todas as amostras, independentemente da origem, foram
adicionados 200 pl de BioFluid & Cell Buffer e 20ul de proteinase K, misturando bem
e incubando a 55°C por 10 minutos. Seguiu-se a adi¢gao de 420 yl de Genomic Binding
Buffer, homogeneizando as amostras. A mistura foi ent&o transferida para uma coluna
Zymo-SpinTM, sobre um tubo de coleta, e centrifugada a 12.000 x g por 1 minuto,
descartando-se o fluxo.

Posteriormente, em um novo tubo de coleta, adicionou-se 400 ul de
DNA Pre-Wash Buffer a coluna, centrifugando por 1 minuto e esvaziando o tubo. Apos
isso, foram adicionados 700 ul de g-DNA Wash Buffer, seguidos de centrifugacdo e
esvaziamento do tubo. Uma nova adigdo de 200 pl de g-DNA Wash Buffer foi feita,
seguida de centrifugagao e descarte do fluxo.

Para finalizar a extragdo do DNA, a coluna foi transferida para um
eppendorf limpo, onde 50 pl de DNA Elution Buffer foram adicionados. Ap6s uma
incubacédo de 5 minutos a temperatura ambiente, a amostra foi centrifugada por 1
minuto para obter o DNA eluido. Este protocolo unificado assegurou a consisténcia e
eficacia na extracdo de DNA a partir de diferentes tipos de amostras, respeitando as
especificidades de cada uma delas.
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4.3 PADRONIZACAO DA LAMP

As reacgbes do ensaio LAMP foram realizadas no Laboratério de
Microbiologia e Bioquimica da Universidade Federal da Integracao Latino-Americana
(UNILA). Em todas as reacdes, controles positivos e negativos foram empregados
para verificar a especificidade da reacao e a possivel ocorréncia de contaminacio. O
controle positivo utilizado foi obtido através de amostras de cultura verdadeira positiva
para Babesia canis, além de amostras (sangue e tecido) de céaes positivados
sorologicamente e com quadro clinico condizente para babesiose. Ao controle
negativo foi adicionado agua MilliQ no lugar da amostra. As reagdes foram incubadas

em termobloco.

4.3.1 Primers

As sequéncias do par de primers dessalinizados utilizados na

detecgao de Babesia canis através do ensaio LAMP se encontram na Tabela 1.

Tabela 1 - Lista de primers utilizados na deteccao de Babesia canis.

Primer Sequéncia (5'> 3')
F3 TTCATTATGCTTTTGGCACA
B3 GCAAGAATCACGTTAATAAGGTA
FIP CCATCCATCTTTTAGACAGCATCTATCGCAATAGTAATGGAAGATGAG
BIP TCATAACTTCGCTTGTGGAGGGCAATGCTTTTCACCCGCT

Fonte: elaborado pelo autor, 2023.

Figura 7 — Primers utilizados na amplificagdo de Babesia canis. Fonte: autoria propria, 2023.
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Os dois conjuntos de primers empregados foram extraidos do estudo
de MULLER, H. et al. 2010, projetados com base no gene da proteina putative rhoptry
(RAP-1) de Babesia canis (numero de acesso ao GenBank M91168), usando o
programa Primer Explorer. Durante a invasdo de células vermelhas do sangue
(eritrocitos), a proteina RAP-1 é secretada por organelas apicais e é critica em todas
as espécies de Babesia estudadas. Essa proteina, que tem cerca de 40-60 kDa de
tamanho, esta presente em multiplas copias de genes e é altamente conservada entre
as espécies (30-45% de identidade). Sua estrutura, particularmente na regido N-
terminal, € notavelmente constante, o que sugere um papel funcional importante.
RAP-1 tem sido amplamente explorada como um candidato a vacina e para
diagnostico da doenga (NIU et al., 2016; ZHOU et al., 2007).

4.3.2 Amplificagao Isotérmica Mediada Por Loop

Para a padronizagdo, foram realizadas as reacgdes utilizando dois
pares de primers (F3, B3, FIP e BIP), variando os parametros temperatura, tempo e
concentragédo do reagente betaina. Testaram-se a amplificagdo de Babesia canis em
quatro diferentes temperaturas (60 °C, 61 °C, 62 °C e 63 °C), sete periodos de
incubacéao (60, 55, 50, 45, 40, 35 e 30 minutos) e sete diferentes concentragdes de
betaina (OM, 0.4M, 0.6M, 0.8M, 1.2M, 1.4M e 1.6M) (figura 9). A parada da reagao
apos o periodo de incubacgao foi realizada a 90°C por 2 minutos. As reag¢des incluiram
uma duplicata de controle positivo (24uL de Mix e 1 uL de amostra) e uma duplicata
de controle negativo (24uL de Mix e 1uL de agua).

A padronizacéo foi feita utilizando o Kit Bst 2.0 Polymerase (Cellco)
seguindo os parametros do fabricante (Figura 8). Assim, na mistura (Mix) da LAMP
para cada reagao, foi estabelecido um volume total de 25 pl, o qual continha os
reagentes do Kit Bst 2.0 Polymerase (Cellco), como tamp&o Isothermal Buffer 10x
concentrado (200 mM Tris-HCI pH 8.8, KCI, (NH4)2S0O4, 20 mM MgSO4 e
detergentes) com concentracao final desejada de 1x; solugdo estoque de MgSO4
(25mM MgSO4), com concentragao final desejada de 6mM e 8U da enzima Bst 2.0
Polymerase. Além disso, foi incluido 1,4 mM de cada dNTPs (Figura 8), diferentes
concentracdes de betaina, 0,2 uM de cada primer F3 e B3, e 1,6 uyM para FIP e BIP.
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As concentragdes e volumes utilizados dos reagentes para cada reagéo se encontram

na Tabela 2.

Figura 8 — Kit Bst 2.0 Polymerase e DNTPs utilizados. Fonte: autoria propria, 2023.

Tabela 2 — \olumes e concentragdes dos reagentes para cada reacéo.

REAGENTES o onte. desejada  (de uso por amestra)
H.0 - - 7 uL
tormophol 10X 10x 1x 2.5
Betaina 10M 1,2M 3L
MgSO; (100mM) 50 mM (8 rﬁl\Tt'\(")tal) 3L
dNTPs 10 mM 1,4 mM 3,5 uL de cada
F3 e B3 100 mM 0,2 uM 14L de cada
FIP e BIP 100 mM 1,6 uM 14L de cada
Bst Polimerase 8000 U 8uU 1uL
DNA - - 1L
TOTAL 25 uL

Fonte: elaborado pelo autor, 2023.
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Figura 9 — Execugdo da padronizagdo do ensaio LAMP seguindo os padrbes do fabricante.
Fonte: autoria propria, 2023.

4.3.3 Teste de especificidade dos Primers (Teste de Reac&o Cruzada)

Ap6s a padronizacdo do ensaio LAMP, a fim de avaliar a
especificidade dos primers (F3, B3, FIP e BIP), foram realizadas rea¢cées LAMP do
patogeno de interesse (Babesia canis) com outro agente patogénico, Leishmania
infantum, patdégeno responsavel por causar a doenga Leishmaniose Visceral Canina.
Para isso, realizou-se o ensaio LAMP cinco vezes, seguindo o mesmo protocolo citado
no tépico “4.3.2” e concentragao/volume dos reagentes apresentados na Tabela 2.
Foram utilizadas como amostras uma duplicata de controle positivo (Babesia canis),
duplicata de controle negativo e duplicata de amostra de cultura de Leishmania

infantum.

4.3.4 Utilizagdo de SYBR Green | Para Visualizagdo Dos Resultados

A deteccgéo visual do resultado da técnica foi realizada através do uso
de 1uL por amostra do corante intercalante SYBR Green | (Sigma Aldrich) diluido em
1:10 (10000x concentrado em DMSO).

4.3.5 Eletroforese em Gel de Agarose

A separacéo dos produtos do ensaio LAMP foi revelada através de

eletroforese em gel de agarose a 2% (dois por cento), corado com SYBR Green I. A
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identificacdo dos diferentes tamanhos de fragmentos amplificados foi avaliada com
base no tamanho molecular do DNA Ladder de 100pb (padrdo molecular), adicionado
ao gel para servir de padrao afim de determinar o peso molecular dos produtos. A
corrida foi realizada em tamp&o TAE 1X nas condi¢des de 80 V, por 90 minutos. Apos
o tempo de corrida, as bandas de DNA foram visualizadas através de um
transiluminador UV acoplado a um sistema de fotodocumentagdo (L-PIX Chemi

Molecular Imaging — Loccus Biotec).
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5. RESULTADOS

Realizou-se a padronizacdo do ensaio LAMP para deteccdo de
Babesia canis e, para isso, primeiramente, amostras de sangue e tecido provenientes
de caes positivados sorologicamente para babesiose tiveram seu DNA extraido. As
informacdes sobre a quantidade e pureza do DNA nas amostras de controle positivo
e na amostra de cultura de Leishmania infantum, utilizada para o teste de
especificidade dos primers (reag&o cruzada), se encontram apresentadas na Tabela 3
e foram obtidas usando o equipamento NanoDrop.

Tabela 3 - Resultado da extragdo e dosagem do DNA nas amostras utilizadas como controle
positivo para Babesia canis e amostra de Leishmania infantum utilizada no teste de
especificidade dos primers.

Amostras ng/uL A260/A280 A260/A230
Amostra sanguinea (Alerquina) 79.1 1.51 1.08
Amostra de tecido (bago) 107.5 1.78 1.84
Amostra de cultura 87.5 1.72 0.48
Amostra Leishmania infantum 15.7 1.82 1.50

Fonte: elaborado pelo autor, 2023.

Logo, com as amostras extraidas, foram realizados testes de
padronizacdo (figura 10). Desta forma, os resultados indicaram que a reacgdo foi
padronizada de maneira simplificada, amplificando o produto a 62°C, com um tempo
de incubacgao de 60 minutos, com uma concentracdo de 1.2M de betaina e parada da
reacao apos o periodo de incubagao realizada a 90°C por 2 minutos.
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Mapa de Padronizacao
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Figura 10 — Grafico de variagdo dos parametros do ensaio LAMP: temperatura, tempo e
concentragdo de Betaina. Bolinhas vermelhas representam tentativas ineficazes, enquanto
bolinhas verdes destacam os parametros otimizados para uma reagédo eficaz, reagao
padronizada. Fonte: autoria propria, 2023.

A detecgéo visual do resultado da técnica foi realizada através do uso
de 1uL por amostra do corante intercalante SYBR Green |. Como é possivel observar
na Figura 11, o teste colorimétrico utilizando SYBR Green | mostra a coloragao
esverdeada na duplicata de controle positivo (CP), correspondente as amostras
extraidas de Babesia canis, indicando a ocorréncia de amplificacdo. Os controles

negativos (CN) e a duplicata de amostra de Leishmania infantum, aparecem com a

cor alaranjada, indicando a ndo ocorréncia de amplificagao e/ou contaminagéo.

Figura 11 — Detecgéo visual da coloragdo das amostras testadas. Observa-se a duplicata de
amostras controle positivo (CN) com a cor esverdeada, indicando amplificagéo, e a duplicata

de controle negativo (CN) e Leishmania infantum com a cor alaranjada. Fonte: autoria propria,
2023.
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No processo de avaliagdo do sucesso da amplificacdo do protozoario
Babesia canis via LAMP (Loop-Mediated Isothermal Amplification), realizou-se a
separacao eletroforética em gel de agarose. Duas amostras de controle positivo foram
incluidas no gel e ambas apresentaram bandas claramente visiveis apds a
eletroforese, confirmando a eficacia do protocolo LAMP em amplificar o DNA de
Babesia canis, validando a metodologia empregada. Ademais, uma duplicata de
controle negativo foi analisada para garantir a auséncia de contaminagdo e a
especificidade do ensaio. Conforme esperado, nenhuma banda foi observada em
ambas as amostras de controle negativo, indicando que ndo houve amplificagéo
inespecifica ou contaminag&o no ensaio.

Além disso, uma duplicata de amostra de Leishmania infantum foi
incluida para avaliar a especificidade do ensaio para Babesia canis. Nenhuma banda
foi visualizada na duplicata de Leishmania infantum, confirmando a alta especificidade
do ensaio LAMP para Babesia canis. Como observa-se na Figura 12, no pogo numero
1, visualiza-se o padrao de peso molecular usado para calibrar o tamanho dos
fragmentos. Seguindo a direita, nos pogos 2 e 3, duas réplicas de controles negativos
sdo mostradas, com nenhuma banda visivel. Nos pogcos 4 e 5, duas réplicas de
controles positivos exibem bandas claramente visiveis, validando a eficacia do ensaio
LAMP. Logo, os ultimos dois pogos, 6 e 7, representam amostras de Leishmania

infantum, nas quais nenhuma banda foi observada.

Figura 12 — Analise do ensaio LAMP por meio de eletroforese em gel de agarose 2%. Pogo 1, marcador
de DNA de 100 pb; pogos 2 e 3, duplicata de controle negativo; pogos 4 e 5, duplicata de controle
positivo para Babesia canis; pogos 6 e 7, duplicata de amostras de Leishmania infantum. Fonte: autoria
propria, 2023.
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6. DISCUSSAO

Hemoparasitoses caninas sao endémicas no Brasil e emergentes
globalmente, com implicagdes significativas na saude de cdes domésticos, sendo uma
das principais causas de mortalidade e morbidade nessa populacdo (DANTAS-
TORRES, 2010; VIEIRA, 2017). Essas doengas, na qual a babesiose canina esta
inclusa, podem ser de dificil diagndstico devido a variabilidade e inespecificidade dos
sintomas clinicos apresentados pelos animais (DE ARAUJO et al., 2022; HOLANDA
et.al., 2019; LASTA, 2011).

Atualmente, métodos diagndsticos como a PCR oferecem maior
sensibilidade, mas sao limitados por seu alto custo e necessidade de infraestrutura
especializada (MYLONAKIS et al., 2009; PINHANELLI, 2014; FOO, 2020; CHIARI,
2010; VALENTE, 2014). Alternativas mais acessiveis e eficazes, como a técnica de
Amplificacdo Isotérmica Mediada por Loop (LAMP), estdo emergindo como potenciais
solugdes para esses desafios (IQBAL, 1994; NOTOMI, 2000). Desta forma, o foco
deste estudo consistiu em elaborar e estabelecer padrées para a técnica de
Amplificacéo Isotérmica Mediada por Loop (LAMP) a fim de identificar o protozoario
Babesia canis, responsavel pela babesiose canina.

A padronizagdo da técnica foi realizada de maneira simplificada
através da consulta da literatura e seguindo os parédmetros indicados pelo fabricante
do kit da enzima Bst, como a concentragao de tampao, MgSO4, DNTPs, primers e
enzima, completando o volume de 25uL de Mix com agua.

Em uma padronizagdo de LAMP, normalmente variam-se alguns
parametros como tempo e temperatura, desta forma, foram escolhidas diferentes
temperaturas, tempo e concentragao de betaina para a padronizacéo. A variagao de
tempo e temperatura foi baseada nas recomendacgdes do fabricante (Kit Bst 2.0
Polymerase - Cellco) em relagéo as condi¢des 6timas da enzima, a qual atua entre 30
e 60 minutos e entre 60 graus e 65 graus.

Além disso, a temperatura de melting (temperatura ideal para o primer
se ligar corretamente ao DNA que se deseja amplificar) dos primers, previamente
analisada através do software “OligoAnalyzer”, foi levada em consideragdo para a
escolha do tempo e temperatura na padronizacdo. As concentragdes das analises de
bioinformatica dos primers seguiram os parametros recomendados pelo fabricante do
Kit Bst 2.0 DNA Polimerase (CellCo).
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Assim sendo, durante a padronizagao, avaliou-se que a amplificagcéao
ocorre com apenas 30 minutos de reagao a 62 graus, com 02 minutos a 90 graus de
parada de reacdo. Contudo, o resultado sofria muita variagdo em relagédo a cada
amostra (controle positivo) utilizada, a depender da quantidade de DNA mensurado
(carga parasitaria).

Diferentemente do apresentado no estudo de MULLER, H. et al. 2010,
onde a reacao ocorreu a uma temperatura de 64 °C por 45 minutos, o tempo de reagao
que se mostrou ideal para todos os tipos e dosagem de amostras nesta padronizagéo
foi de 60 minutos, a uma temperatura de 62 °C. A variagdo de temperatura e tempo
de incubagao das amostras utilizadas pelo artigo de referéncia e essa padronizagéo,
pode estar associada ao uso de diferentes Kits da enzima Bst Polimerase.

Ademais, no desenvolvimento de ensaios de amplificacdo LAMP, a
otimizagdo da concentragdo de betaina € um passo fundamental. Este reagente é
essencial para incrementar a especificidade da amplificagdo. Conforme destaca o
estudo de otimizagao realizado por FOO et al. (2020), o uso de concentragbes mais
baixas desse componente (0,4 M) pode levar a resultados falsos negativos.

Por outro lado, uma concentragdo excessivamente alta de betaina
(1,6 M) tem o potencial de comprometer a eficiéncia da amplificacédo e diminuir a
sensibilidade do teste. Dessa forma, a calibragao precisa da betaina é indispensavel
em cada implementagdo de ensaio LAMP, com o objetivo de evitar amplificacéo
inespecifica e, ao mesmo tempo, manter sua eficiéncia de amplificagcdo. Tanto que,
nesta padronizacdo, observou-se que o controle negativo se mostrava reagente a uma
concentracdo de betaina menor que 1.2M e, a uma concentracdo de betaina maior
que 1.2M, o controle positivo se mostrava ndo reagente, desta forma, a altas
concentragcdes, a betaina inibia a reagdo. Dessarte, a concentracdo de 1.2M de
betaina revelou ser ideal para esta padronizacéao.

Além do teste de tempo, temperatura e betaina, testou-se
aumentar/reduzir a concentracdo dos primers na tentativa de alcangar um melhor
resultado. Contudo, constatou-se que, nesta padronizagdo, ndo houve diferenga na
reagdo com esta mudanca.

Ja a respeito do método de detecgao visual utilizado (SYBR Green ),
apesar de se apresentar como um método de simples uso, uma vez adicionado ao
final da reagao, obrigou o pesquisador a realizar a abertura dos tubos, pelo que se
pode verificar que apresentavam milhares de amplicons, evidenciando que o ato de
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abertura dos tubos eleva demasiadamente o risco de ocorréncia de contaminagao do
ambiente e, consequentemente, de ocorrer contaminacdo nas futuras reagdes a
serem realizadas.

Devido a abertura dos tubos ao final das reagdes, ao decorrer da
padronizacdo, houve alguns problemas relacionados a contaminagédo do ambiente e
das proprias reagdes. Em vista disto, o corante intercalante passou a ser utilizado na
tampa do tubo, sendo este colocado durante a pipetagem das amostras. Ao final da
reacao, para que o corante entrasse em contato com o volume presente, o tubo era
agitado, colocando o SYBR presente na tampa em contato com a reagao, evitando

desta forma a contaminagéo.
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7. CONCLUSOES

Em suma, o estudo conseguiu estabelecer o ensaio LAMP como uma
abordagem eficaz e agil para identificar a presenga de Babesia canis, um parasita
sanguineo que afeta caninos tanto no Brasil quanto globalmente. A padronizagao da
técnica permitiu a otimizagao das condigdes de reagéo, tornando o método ainda mais
confiavel. Os primers utilizados, nomeadamente F3, B3, FIP e BIP, provaram ser
especificos na deteccdo deste hemoparasita, diferenciando-o de outros agentes
patogénicos sanguineos.

Alias, a padronizacdo do meétodo LAMP para detecgcado deste
patogeno ofereceu uma alternativa rapida, precisa e de custo acessivel,
especialmente crucial em regides onde recursos laboratoriais s&do limitados. O impacto
epidemiologico esperado deste avango € multifacetado. Primeiramente, a
implementagdo da técnica LAMP aumenta significativamente a capacidade de
diagnodstico precoce da infecgdo por Babesia canis, isso possibilita intervengdes
terapéuticas mais rapidas e eficazes, reduzindo a morbilidade e mortalidade em caes
afetados.

Além disso, ao facilitar o diagnéstico em larga escala, este método
auxilia na vigilancia epidemioldgica da doenga, permitindo a identificacdo de areas
endémicas e a implementacdo de medidas preventivas mais direcionadas.

Outro impacto relevante € a reducdo do uso indiscriminado de
antimicrobianos. Com um diagndstico preciso, ha menos probabilidade de tratamentos
desnecessarios ou inadequados, contribuindo para o combate a resisténcia
antimicrobiana.

Ademais, a padronizacédo do ensaio LAMP para Babesia canis serve
de modelo para o desenvolvimento de técnicas similares para outros hemoparasitas,
incluindo Ehrlichia e Anaplasma. Isso tem o potencial de transformar o cenario
epidemioldgico de diversas doengas infecciosas, especialmente em regides onde a
infraestrutura laboratorial € um desafio.

Em suma, este estudo ndo apenas fornece uma ferramenta valiosa
para o diagndstico da babesiose canina, mas também estabelece um precedente para

avangos futuros na epidemiologia de doengas infecciosas.
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Para futuras investigagbes do ensaio LAMP para detecgéo de Babesia
canis, sugere-se a avaliacdo de outras variaveis, como a sensibilidade do ensaio e a
sua especificidade em relagcdo a outros hemoparasitas, incluindo Ehrlichia e
Anaplasma.
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