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RESUMO

A leishmaniose visceral (LV) € uma doenca grave e o diagnostico precoce é
fundamental para o tratamento adequado. No entanto, a falta de métodos eficientes
e de baixo custo tem sido um desafio tanto para a doenga humana quanto para o
cdo, seu principal reservatério. Atualmente, os testes sorolégicos que utilizam
antigenos recombinantes tém a vantagem de combinar sensibilidade e
especificidade, aléem de serem relativamente faceis de serem realizados. A utilizacéo
de um unico antigeno para o diagndstico da leishmaniose visceral tanto em
humanos como em cées poderia reduzir os custos de producao e distribuicdo dos
testes, facilitando e possibilitando um tratamento mais rapido. O objetivo deste
estudo foi desenvolver e avaliar um novo antigeno quimérico recombinante (Q8),
baseado em uma proteina quimérica previamente desenvolvida (Q5), mais adicao de
fragmentos de duas outras proteinas antigénicas, Lci5 e Lcil3 da Leishmania
infantum. O primeiro conjunto de dados do estudo demonstraram que a Q5 necessita
de melhorias adicionais em sua sequéncia, indicando uma sensibilidade inferior
(62%) com 0s soros caninos assintomaticos positivos para LV. Em um segundo
momento, o potencial diagndstico da Q8 foi avaliado em comparacdo com a sua
variante Q8SX2 e Q5, utilizando soros de cdes e individuos portadores de
leishmaniose visceral. A Q8 mostrou niveis de sensibilidade superiores a Q8SX2 e
Q5 no diagnéstico da LV em cdes e humanos, apresentando 96,3% e 97,3%,
enquanto a Q8SX2 apresentou 93,5% e 96%, e a Q5, 87% e 82,6%,
respectivamente. Ainda, a Q8 foi capaz de identificar cdes assintomaticos (93,7%)
sem apresentar resultados falsos positivos e sem reatividade cruzada com
leishmaniose tegumentar. Além disso, a Q8 demonstrou resultados satisfatorios no
ensaio de ELISA usando proteina A, tanto para humanos como para céaes. Portanto,
esse novo antigeno apresenta potencial para o diagnéstico de cdes e humanos
afetados com LV, podendo ser uma alternativa viavel aos ensaios atualmente
recomendados no Brasil.

Palavras-chave: Leishmaniose Visceral, Diagnostico; Proteina Quimérica
Recombinante; ELISA.



ABSTRACT

Visceral leishmaniasis (VL) is a serious disease and early diagnosis is essential for
adequate treatment. However, the lack of efficient and low-cost methods has been a
challenge for both the human disease and the dog, its main reservoir. Currently,
serological tests that use recombinant antigens are considered the best option for
diagnosing VL. These tests have the advantage of combining sensitivity and
specificity, in addition to being relatively easy to perform. The use of a single antigen
for the diagnosis of Visceral Leishmaniasis in both humans and dogs could reduce
the costs of producing and distributing tests, facilitating and enabling faster treatment.
The objective of this study was to develop and evaluate a new recombinant chimeric
antigen (Q8), based on a previously developed chimeric protein (Q5), plus the
addition of fragments of two other antigenic proteins, Lci5 and Lcil3 from L. infantum.
The first set of data from the study demonstrated that Q5 requires further
improvements in its sequence, indicating a lower sensitivity (62%) with VL-positive
asymptomatic canine sera. The diagnostic potential of Q8 was evaluated in
comparison with its variant Q8SX2 and Q5, using sera from dogs and individuals with
visceral leishmaniasis. Q8 showed higher sensitivity levels than Q8SX2 and Q5 in
diagnosing VL in dogs and humans, presenting 96.3% and 97.3%, while Q8SX2
presented 93.5% and 96%, and Q5, 87% and 82.6%, respectively. Furthermore, Q8
was able to identify asymptomatic dogs, 93.7%, without presenting false positive
results and without cross-reactivity with cutaneous leishmaniasis. Furthermore, Q8
demonstrated satisfactory results in the ELISA assay using protein A for both
humans and dogs. Therefore, this new antigen has potential for the diagnosis of dogs
and humans affected with VL, and could be a viable alternative to the tests currently
recommended in Brazil.

Keywords: Visceral Leishmaniasis; Diagnosis; Recombinant Chimeric Protein;
ELISA.
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1 INTRODUCAO

A Leishmaniose Visceral (LV) € a forma mais grave dentre as leishmanioses e
aguela considerada potencialmente fatal, se ndo propriamente diagnosticada e
tratada. No Brasil, a LV € uma zoonose causada pelo parasita Leishmania infantum,
tendo os cdes domésticos como principais reservatérios em areas urbanas (BRASIL,
2022). A auséncia de um diagnéstico eficiente e confiavel para LV é um dos
principais desafios para 0 seu monitoramento e controle. Embora avancgos
promissores tenham sido alcancados com a pesquisa de antigenos recombinantes
de Leishmania testados como ferramentas para melhoria no diagnostico da LV, os
métodos atualmente disponiveis baseiam-se principalmente no exame direto dos
tecidos para identificacdo da presenca do parasita, um procedimento altamente
invasivo (FARAHMAND; NAHREVANIAN, 2016).

Entre os métodos diagndésticos disponiveis para a LV, 0s ensaios soroldgicos
oferecem vérias vantagens, incluindo baixo custo, facilidade de manuseio, alta
rapidez e auséncia de robustos equipamentos. Dos testes sorolégicos utilizados
atualmente, o ensaio imunoenziméatico indireto (ELISA) e o teste de diagnostico
rapido (RDT) se destacam por apresentarem eficiéncia quando se utilizam antigenos
recombinantes e podem ser facilmente adaptados para uso com diversos antigenos,
permitindo assim infinitas possibilidades de combinacfes. Os ensaios de ELISA e
RDT utilizando antigenos quiméricos, contendo multiplos epitopos, tém apresentado
resultados promissores no diagnéstico da LV (TRAVI et al., 2018; BRAZ et al., 2020).

Em trabalhos que precederam este estudo, foram identificados antigenos de
Leishmania com potencial para melhorar o diagnéstico sorologico de caes e
humanos com LV (OLIVEIRA et al., 2011; MAGALHAES et al., 2017). Utilizando
ferramentas de desenho in silico de genes, de sintese quimica e de expresséo de
proteinas recombinantes, uma proteina quimérica recombinante foi entdo
desenvolvida (Q5), baseada em trés dos antigenos de melhor desempenho para o
diagnostico da LV humana ou canina (Lci2, Lci3 e Lcil2). Resultados preliminares
obtidos com a Q5 no ELISA mostraram bons niveis de sensibilidade, em humanos

(82%) e caes (100%), com 100% de especificidade em comparagdo com controles



18

saudaveis (SANTOS et al., 2020). O presente trabalho se iniciou com uma nova
avaliacdo da Q5 no ELISA, usando um numero maior de soros caninos. Em
comparacao com testes recomendados no Brasil, os resultados confirmaram um
desempenho equivalente no ELISA para animais sintomaticos (92%), porém, néo tao

eficiente em cées assintomaticos (62%) (PAZ et al., 2023).

Buscando aumentar a sensibilidade e especificidade dos testes soroldgicos
para LV, surgiu a ideia do desenvolvimento de uma nova proteina quimérica,
denominada Q8, com potencial ainda maior para o diagnostico da LV canina e
humana. A proteina Q8 é composta por fragmentos da proteina quimérica Q5, mas
com modificacdbes em sua sequéncia e adicdo de sequéncias de dois novos
antigenos, Lci5 e Lcil3, escolhidos estrategicamente para aumentar a capacidade
de deteccio da doenca (MAGALHAES et al., 2017; BORJA et al., 2018). Os
resultados sugerem que a Q8 é capaz de detectar a doenca em cdes e humanos,
com valores de sensibilidade ainda melhores do que a sua precedente (Q5), e uma
especificidade de 100%. A Q8 identificou (100%) dos caes sintométicos testados,
(93,75%) dos assintomaticos e (97,3%) de humanos com LV. Além disso, a Q8 no
ensaio de ELISA realizado com a proteina A foi capaz de identificar satisfatoriamente
0s soros tanto de cdes assintomaticos (92,8%) quanto de humanos (100%) com LV.
Isso sugere que a utilizacdo da proteina A, um Unico conjugado, pode ser uma

opcao viavel para deteccdo da doenca em ambos 0S grupos.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 A LEISHMANIOSE VISCERAL- ASPECTO GERAIS

As leishmanioses, nas suas formas tegumentar e visceral, foram
identificadas como doencas de alta prioridade pela Organizacdo Mundial da Saude
(OMS), pela sua alta incidéncia em populagdes menos favorecidas. No caso da sua
forma mais grave, a leishmaniose visceral (LV), o agente causador é a Leishmania
infantum, um protozoario pertencente ao complexo L. donovani da ordem
Kinetoplastida e familia Trypanosomatidae (BANETH et al. 2008; WHO, 2010). A
transmissdo da LV, e de outras leishmanioses, ocorre através da picada de fémeas
de flebotomineos, insetos dipteros pertencente aos géneros Phlebotomus no Velho
Mundo e Lutzomyia no Novo Mundo (Américas). Estes insetos, de 2 a 3 milimetros
de comprimento, sdo encontrados em todas as regides intertropicais e temperadas
do mundo. A fémea do flebotomineo € o Unico vetor responsavel pela transmissao
da grande maioria das leishmanioses. Fémeas infectadas com o parasita tendem a
sondar varias vezes o0 mesmo hospedeiro, um método adaptativo que aumenta a
transmissdo (READY, 2013; PACE, 2014).

Duas formas morfologicas, principais, sdo identificadas no ciclo de vida
digenético da Leishmania: promastigota - flagelada, extracelular, de 15 a 20 uym de
comprimento e encontrada no flebotomineo; e amastigota - nao flagelada,
intracelular obrigatéria, de 3 a 5 yum de comprimento e encontrada em células da
linhagem mondcito-macroéfago do hospedeiro mamifero (Figura 1). A transmissao
zoonotica ocorre em ciclos domeésticos, nos quais o cado € o principal reservatorio
(HOMMEL, 1999; BATES, 2008; PACE, 2014).

FIGURA 1 - Ciclo de vida da Leishmania spp. nas Américas.
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As leishmanioses que afetam o homem podem ter padrbes de transmisséo
zoonético ou antroponotico. As formas zoonéticas predominam, como consequéncia
da ampla gama de hospedeiros que sao fonte de alimentos para os flebotomineos
vetores, incluindo canideos, roedores, marsupiais. Algumas espécies de vetor,
entretanto, alimentam-se principalmente de humanos. As leishmanioses provocadas
pelas Leishmania donovani e Leishmania tropica tem um carater maior
antroponotico, embora haja alguma evidéncia de que existam reservatorios animais
para ambas as espécies na Africa e na Asia (MAROLI et al., 2013; STEVERDING,
2017).

A maioria dos individuos e animais infectados pelas diferentes espécies de

Leishmania ndo desenvolve sintomas. Quando presente, entretanto, a doenca pode
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seguir para trés formas clinicas distintas em humanos: cutanea ou tegumentar,
mucocutanea e visceral. JA em animais sdo observadas apenas as formas cutanea
e/ou visceral (IKEDA-GARCIA et al., 2010). A forma mais grave é a leishmaniose
visceral (LV), provocada no continente americano pela Leishmania infantum e onde
o cao (Canis familiaris) serve como principal reservatorio doméstico, apresentando
um espectro clinico diversificado. Embora o cdo seja o hospedeiro vertebrado mais
importante e o principal reservatorio da LV humana, vérias espécies de mamiferos
silvestres sdo suscetiveis a infeccdo por L. infantum (SOUZA et al.,, 2014;
GONGALVES et al., 2019).

Devido ao crescente numero de casos de leishmanioses nos ultimos anos em
todo o mundo, dois fatores sédo descritos por contribuirem para a sua disseminagao
para areas nao endémicas: a globalizacdo e as mudancas climaticas (SHAW, 2007).
Historicamente, a situacdo epidemiolégica das leishmanioses, bem como a
distribuicdo das espécies de Leishmania, varia, em paises com diferentes
caracteristicas geogréficas, socioecondmicas, ambientais e ecologicas. Uma vez
estabelecida em uma nova area, a doenca torna-se endémica e seu controle tem se
mostrado bastante desafiador (HAKKOUR et al., 2020).

2.2 EPIDEMIOLOGIA

As leishmanioses continuam a se espalhar por todo o mundo e, em janeiro de
2020, o Programa Global de Leishmaniose da OMS declarou 56 paises como
endémicos para LV (WHO, 2021). Hoje, mais de 1 bilhdo de pessoas vivem em
areas endémicas para doenca e estima-se que de 50.000 a 90.000 mil novos casos
ocorram anualmente em todo mundo. Apesar disso, apenas 25 a 45% dos casos sao
notificados a OMS. Mesmo com 0s avangos cientificos, o diagnostico preciso da LV
continua ainda sendo um desafio. Estima-se que 12 milhdes de pessoas estejam
atualmente infectadas e cerca de 2 milhdes de infec¢des ocorram a cada ano (WHO,
2022).

Devido & proximidade da Europa com o Oriente Médio, Norte da Africa, Asia
Central e Turquia, estas regides tém sido consideradas fontes de disseminacao da

LV humana (LVH) para paises da Europa, e em todos os territorios onde ocorre a LV
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humana observa-se a presenca da LV canina (LVC) (AGAYEV et al.,, 2020). Nos
paises do sul da Europa, a soroprevaléncia da LVC atinge niveis altos, podendo ser
considerada endémica em quase todo o territorio da Espanha (MARTIN-SANCHEZ
et al., 2020). Uma pesquisa realizada na Itdlia entre 2016 e 2019, com 660 cavalos
aparentemente saudaveis, detectou uma predominancia de L. infantum em 13,9%
nas populacfes equinas investigadas, destacando a necessidade de novos estudos
para esclarecer o papel desses hospedeiros na epidemiologia da LV na ltalia
(GAZZONIS et al., 2020).

Em outros paises da Europa, como Portugal e Franca as pesquisas
epidemioldgicas mostraram padrdes variados. Em Portugal, a LVH é hipoendémica,
apresentando uma taxa de incidéncia de 0,1 casos por 100.000 habitantes em 2017.
Por outro lado, a LVC é considerada uma preocupacao veterinaria relevante e esta
presente em todo pais com distribuicdo heterogénea. Em janeiro de 2021, foi
realizado um estudo transversal com 1860 cades e observada uma soroprevaléncia
para infeccdo por Leishmania de 12,5% (ALMEIDA et al., 2022). Na Franca, o
Ministério da Saude francés apoiou a criacdo do Centro Nacional de Referéncia para
Leishmanioses (NRCL) em 1998 em Montpellier. Mesmo assim, em 2021, foi
confirmado a crescente incidéncia e expansao geografica da LVC na Franca,
despertando intervengdes preventivas nas politicas de salde publica e veterinaria
(LE RUTTE et al., 2021).

A LVC foi identificada nos Estados Unidos- EUA na década de 1980, e desde
entdo, foram descritos varios relatos de transmisséo vertical. Em 2021, aconteceu o
primeiro relato de leishmaniose canina no norte da Califérnia (ALONSO et al., 2021),
mas a infec¢do canina por L. infantum ja foi documentada em 28 estados, a maioria
dos quais na parte leste do pais. Mesmo assim, na maior parte dos EUA, as
leishmanioses séo consideradas raras, diferente de outras partes das Américas
(PETERSEN, 2009).

2.2.1 Epidemiologia da Leishmaniose Visceral no Brasil

Em 1913, foi descrito o primeiro caso de LV em material de necrdpsia de um

paciente oriundo de Boa Esperanca, Mato Grosso. Em 1934, 41 casos positivos para
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Leishmania foram identificados em laminas de viscerotomias praticadas post-
mortem, em individuos oriundos das Regides Norte e Nordeste, com suspeita de
febre amarela (PENAA et al., 1943; ALENCAR et al.,, 1991). Desde entdo, a
transmissdo da doenca vem sendo descrita em varios municipios brasileiros,
apresentando mudancas no padrdo de transmisséo, inicialmente apresentando um
carater rural e mais recentemente se expandindo para centros urbanos. Na
atualidade, a LV esta descrita em pelo menos 12 paises no continente americano e
90% dos casos registrados na América Latina ocorrem no Brasil (WHO, 2022). E
importante ressaltar que, a subnotificacdo € um desafio para a compreensdo dos
fatores relacionados a propagacdo da LV, incluindo o atraso na procura por
atendimento de saude e o atraso ou falha no diagndstico da doenca (MACHADO et
al., 2023).

Segundo o Ministério da Saude, em 31 anos de notificacdo (1990-2021), os
casos confirmados de LV somaram 97.230 casos, sendo a Regido Nordeste a mais
endémica para doenca, seguida da Regidao Norte. A maior taxa de letalidade de LV
foi entre os anos 2016 e 2020, e aproximadamente 48,8% dos casos fatais
ocorreram na Regido Nordeste. A doenca é mais prevalente em adultos com faixa
etaria de 35 a 49 anos. Entre os casos registrados em 2021 (n= 419), 0 sexo
masculino foi o mais afetado (n= 326) (BRASIL, 2022). E importante ressaltar que a
doenca afeta principalmente pessoas vulneraveis, com mais de 80% dos individuos
vivendo abaixo do limiar de pobreza, cuja fonte de renda é a agricultura e/ou
pecuaria (SUNDAR; SINGH, 2018).

Os dados epidemiolégicos dos ultimos anos revelam a urbanizagcdo da LV,
com as Regides Nordeste, Norte, Sudeste, Centro Oeste e Sul classificadas em
ordem decrescente de incidéncia (Figura 2). No estado do Ceara, considerado
endémico para LVH, observou-se surtos da doenca em 147 municipios focos de
transmissao, classificando-se como area de alto risco de propagacéo da LV e tendo
se destacado no cenario nacional como &area de interesse para estudos
epidemiologicos (CAVALCANTI et al., 2022). Assim como outros estados da Regi&do
Nordeste, a LV é historicamente endémica no estado de Pernambuco. De acordo
com dados obtidos da Coordenacdo de Zoonoses da Secretaria de Vigilancia em
Saude do Estado de Pernambuco (SUS, 2020), foram identificados 1.410 casos de
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LV entre 2007 e 2018, com média de 128 casos por ano e incidéncia média de

1,28/100 mil pessoas.

FIGURA 2 - Dados epidemiol6gicos sobre a Leishmaniose Visceral no Brasil. A: mostrando que a
regido Nordeste € a mais acometida com a doenga. B: mostrando a distribuicdo da LV nos estados no
ano de 2020.
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Fonte: SVS/MS, 2021.

Estudos prévios demonstraram que a presenca do vetor e a infeccdo canina
precedem os casos humanos, justificando a necessidade de identificacdo dos caes
infectados (SILVA et al., 2021). Pesquisas em diferentes areas endémicas no Brasil,
relataram a prevaléncia da doenca em caes com incidéncia variando entre 11,2 e
19,6%. Nos ultimos anos, cerca de dois milhdes de cdes foram triados e mais de
160.000 cées soropositivos foram abatidos, mas a incidéncia de LV humana nao foi
reduzida a um nivel aceitavel (REIS et al., 2009; DANTAS-TORRES et al., 2020).

A principal estratégia adotada para conter a LV é a controversa eutanasia de
cdes com sorologia confirmatéria para LVC. Ha uma alta prevaléncia de caes
assintomaticos nas regides endémicas, favorecendo a disseminagéo de L. infantum
na populagcdo canina e tornando a detecgdo precoce desses portadores
assintomaticos crucial para a redugdo do numero de casos (MORALES-YUSTE;
MARTIN-SANCHEZ; CORPAS-LOPEZ, 2022). Em geral, a prevaléncia de LVC varia

muito em diferentes regides do Brasil. Em particular, no interior do estado de
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Pernambuco, o municipio de Petrolina, € considerado um importante foco de
incidéncia de caes com LV (PIMENTEL et al., 2015).

Em areas endémicas, o papel dos felinos como hospedeiro para LV deve ser
avaliado e pode ser importante, considerando que alguns estudos demonstraram
gue os gatos podem abrigar o parasita sem manifestacdes clinicas e que os vetores
podem se infectar alimentando-se desses animais infectados, mesmo na auséncia
de sinais clinicos (AFONSO et al., 2012; CHATZIS et al., 2014; ROCHA et al., 2019).
A prevaléncia de L. infantum em gatos varia de 7% a 30% em diferentes estudos no
mundo, incluindo Brasil e paises europeus (ASFARAM; FAKHAR; TESHNIZI, 2019).
A predominancia estimada de leishmaniose felina (FelL) no Brasil € de 8%, sendo L.
infantum a espécie mais prevalente. No entanto, infeccbes por Leishmania
braziliensis e Leishmania amazonenses também foram relatados (COSTA-VAL et al.,
2020; NASCIMENTO et al., 2022).

2.3 IMUNOPATOGENESE DA LEISHMANIOSE VISCERAL

A inoculacdo de formas promastigotas metaciclicas, as formas infectantes de
diferentes espécies de Leishmania, na derme do hospedeiro, através da picada do
vetor flebotomineo, promove o estabelecimento e disseminacédo da infec¢cdo (DOS
SANTOS MEIRA; GEDAMU, 2019). Estas formas metaciclicas sdo engolfadas pelos
macrofagos e posteriormente se diferenciam em amastigotas e se multiplicam dentro
dos fagolisossomos. Os neutréfilos e macrofagos servem como reservatorios para
Leishmania e tém papéis importantes na capacidade do sistema imunolégico de
destruir ou levar ao avango da doenca. Para sobreviver o parasita precisa evitar a
ativacdo de macréfagos e reconhecimento por células T (NYLEN; GAUTAM, 2010;
TOEPP; PETERSEN, 2020). Durante a defesa inata, uma das principais células
associadas a atividade anti-Leishmania sdo os macrofagos, via metabolismo de
oxido nitrico (NO). Os macrofagos sao ativados pelo Fator de Necrose Tumoral
(TNF) e Interferon-gama (iFN-Y) por meio da expressdo da enzima Oxido Nitrico

Sintase Induzida (iINOS). Essa enzima promove o aumento da producdo de NO e
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espécies reativas de oxigénio em macrofagos, resultando na morte do parasito
(HOLZMULLER; BRAS-GONCALVES; LEMESRE, 2006; NYLEN; GAUTAM, 2010).

A resposta imune adaptativa envolve células B, responséveis pela producao
de anticorpos especificos, e células T que reconhecem antigenos peptidicos. A
resposta da célula T € mediada por células T citotéxica CD8*, que reconhecem
peptideos apresentados por moléculas do complexo principal de
histocompatibilidade de classe | (MHC I) na superficie celular ou células T CD4* que
reconhecem peptideos ou antigenos fagocitados, entdo apresentados a moléculas
de MCH Il (SINGH; SUNDAR, 2014). A infeccdo por Leishmania resulta em
interacbes complexas entre a resposta imune do hospedeiro e o parasita. Os
individuos assintomaticos tém sua resposta imune caracterizada por uma resposta
de células T contra a Leishmania. Ja os individuos acometidos pela LV, com
sintomas clinicos, apresentam comprometimento da producao de IL-2, IFN-y e IL-12,
por meio de células T especificas. Também apresentam elevacdo de mediadores
anti-inflamatoérios como a IL-10, que auxiliam na multiplicacdo do parasito e podem
interferir no controle da infecgdo (Figura 3) (MAIA; CAMPINO, 2011; RODRIGUES et
al., 2016). A progressdo da doenca estad entdo associada ao papel das citocinas
ligadas a resposta imune do tipo Th2 na resposta imune humoral, como por
exemplo: interleucina-4 (IL-4), interleucina-5 (IL-5), interleucina-10 (IL-10),
interleucina-13 (IL-13) e o fator de transformacédo do crescimento beta (TGF-B)
(SOLANO-GALLEGO et al., 2016). Em caes, entretanto, a IL-10, importante citocina
reguladora, parece desempenhar um papel muito menos relevante na supresséo da
imunidade celular na LVC em comparacdo com a doenca em humanos
(PAPADOGIANNAKIS; KOUTINAS, 2015).

FIGURA 3 - Interacéo entre as respostas Thl e Th2 frente a infeccdo por Leishmania infantum.



27

IEN-Y Ativacéo dos
TNF-a Macréfagos

IL-2

IL-12

IL-18 o
IL-27 % Inibicdo Oxido nitrico  Oxido nitrico
‘ N sintase

Eliminagéo do
parasita

IL-4 3
IL-10 Disseminacéao do
TGF-R parasita

Fonte: Adaptado de Guia de Bolso Leishmaniose Visceral, Comissao Nacional de Saude Publica
Veterinaria— 1. ed., — Brasilia - DF: CFMV, 2020.

A persisténcia do patégeno em estabelecer a infec¢do crénica envolve ainda
células T reguladoras (Treg), CD4* e CD25* que suprimem a imunidade do
hospedeiro (Campanelli et al. 2006). Rodrigues et al. 2009, confirmaram a presenca
e expansdo de células T CD4*, CD25*, CD103* expressando o gene Foxp 3 em
locais com infeccdo por L. infantum. Os achados deste estudo sugerem que oS
parasitas podem estar usando a funcéo Treg ao seu favor, promovendo assim sua
propria sobrevivéncia dentro do hospedeiro, suprimindo a imunidade do hospedeiro
e controlando respostas imunes efetoras excessivas (RODRIGUES et al., 2009).

O papel protetor de Th17 nos casos de leishmaniose visceral foi evidenciado
pela primeira vez, a partir da queda na producdo desta citocina em culturas de
células mononucleares do sangue periférico (PBMC, do inglés peripheral blood
mononuclear cell) de individuos infectados. Apdés cura e acompanhamento
longitudinal destes individuos, suas PBMCs induziram fortemente a produgéo de IL-
17 e IL-23, o que sugere que a IL-17 esta associada a eliminacdo do parasita (PITTA
et al., 2009; KHATONIER et al., 2021).
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A auséncia de uma resposta adequada das células T para controlar o parasita
leva ao aparecimento de sintomas clinicos e progressao da doenca, como descrito
acima. Os caes sintométicos apresentam infiltrados inflamatorios dérmicos com alto
parasitismo e uma resposta imune mista nos tecidos cutaneos (MENEZES-SOUZA
et al., 2011). Um acumulo predominante de IL-10 e uma alta expressédo do TGF-
foi observada em animais com alto parasitismo (LAGE et al., 2007). Os animais que
permanecem assintomaticos, apresentam um baixo parasitismo, e um aumento na
expressdo de IFN-y por células T especificas de Leishmania. Estudos revelaram
uma predominancia IFN-y na ativagao de macréfagos em colaboracdo com o TNF-q,
atuando na estimulacao da atividade leishmanicida para controlar a disseminacao do
parasita (MANNA et al., 2006). Na figura 4, estdo descritos 0s principais

biomarcadores de resisténcia e susceptibilidade na leishmaniose canina.

FIGURA 4 - Marcadores de resisténcia e suscetibilidade na Leishmaniose Visceral Canina. A
suscetibilidade e resisténcia ao desenvolvimento da Leishmaniose Visceral Canina dependem da
resposta imune desencadeada no cdo apds infeccao natural.
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Fonte: Adaptado de Reis et al., 2010.

2.4 DIAGNOSTICO DA LEISHMANIOSE VISCERAL

A leishmaniose visceral, também conhecida como calazar, afeta orgaos
internos como o baco e o figado, além da medula 6ssea. As caracteristicas clinicas
da LV podem simular uma variedade de outras infecgdes, e o aparecimento de uma
diversidade de manifestacdes clinicas é necessario para um diagnostico clinico

preciso. A doenca deve ser suspeitada quando o individuo apresentar: febre (94%),
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aumento do baco (75%) e pancitopenia (85%). Nos cédes € uma patologia sistémica
severa, apresentando sinais e sintomas persistentes que incluem fadiga, fraqueza,
alopecia, lesbes cutaneas, principalmente descamacdes e eczema, apatia, diarreia,
e na fase final, caguexia e morte (MURRAY et al.,, 2005; SAFAVI; ESHAGHI,
HAJIHASSANI, 2021).

A classificacdo segundo os sinais clinicos apresentados nesses animais, de
acordo com MANCIANTI et al., 1988, pode ser verificada conforme demonstrado a
seqguir:

e Caes assintomaticos = auséncia de sinais clinicos sugestivos da infeccao

por Leishmania;

e Caes oligossintomaticos = presenca de adenopatia linfoide, pequena
perda de peso e pelo opaco;

e Caes sintomaticos = todos ou alguns sinais mais comuns da doenga como
as alteracbes cutaneas (alopecia, eczema furfuraceo, Ulceras,
hiperqueratose), onicogrifose, emagrecimento, ceratoconjuntivite e paresia
dos membros inferiores.

Uma variedade de métodos tem sido usada no diagnéstico da LV, cada um
com diferentes aplicacbes e sensibilidades. O diagndstico especifico pode ser
realizado por meio de técnicas parasitolégicas, moleculares e sorolégicos, embora o
diagndstico definitivo ainda se apoie em métodos parasitologicos. A importancia de
um diagnéstico preciso se faz necessario para orientar qual tipo de tratamento sera
realizado e € o primeiro passo para controle da disseminacdo da LV (SAFAVI,
ESHAGHI; HAJIHASSANI, 2021).

2.4.1 Diagnéstico parasitoldgico

O padrado-ouro para o diagnéstico da LV continua sendo a demonstragédo da
forma amastigota do parasita por meio de cultura ou microscopia de tecido aspirado
do baco, medula 6ssea ou linfonodos. A técnica é especifica pois é capaz de
detectar a carga parasitaria e fornece indicagdo mais clara sobre a infeccao,

contudo, a sensibilidade da técnica depende da amostra utilizada, sendo maior para
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baco (93-99%) do que aspirados de medula éssea (53-86%) ou linfonodos (53-65%)
(BANGERT et al., 2018). Entretanto, a auséncia de parasitas na amostra de tecido
ainda nado indica necessariamente auséncia de infeccdo. Um agravante é o
procedimento de aspiragao esplénica ser invasivo, e acarretar o risco de hemorragia
interna fatal. Além disso, os resultados dependem da habilidade e conhecimento
técnico do profissional durante execucédo da técnica, qualidade das laminas e dos
reagentes preparados, que muitas vezes ndo estdo disponiveis (SAFAVI; ESHAGHI;
HAJIHASSANI, 2021; MORALES-YUSTE; MARTIN-SANCHEZ; CORPAS-LOPEZ,
2022).

2.4.2 Diagndéstico molecular

Métodos moleculares tém sido utilizados para o diagnostico das
leishmanioses desde a década de 80 (LOPES; WIRTH, 1986). Uma das técnicas
mais sensiveis e especificas para o diagnoéstico da infeccdo por Leishmania é a
Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR, do inglés, polymerase chain reaction) que
amplifica o DNA do parasita utilizando testes comerciais que podem ser lidos
visualmente sem equipamentos sofisticados (ALAM et al., 2013). O Ministério da
Saude do Brasil ndo recomenda as técnicas moleculares para o diagndéstico da LV,
manifestando a necessidade de padronizacdo dos ensaios de PCR e uniformidade
entre os protocolos utilizados. Além disso, a sensibilidade da técnica depende da
amostra biolodgica usada e da qualidade dos iniciadores para amplificar a sequéncia
alvo (SCHALLIG; OSKAM, 2002; SUNDAR; SINGH, 2018).

O desenvolvimento de uma nova técnica que amplifica rapidamente o DNA alvo
sob condicdes isotérmicas mediada por loop (LAMP, do inglés, Loop-mediated
isothermal amplification), trouxe novas perspectivas para o diagnostico molecular
das doencas infecciosas. Até o presente momento, contudo, poucos protocolos de
LAMP para o diagnéstico da leishmaniose estdo descritos na literatura e ndo ha
testes comerciais disponiveis para identificagdo e confirmacdo de casos humanos e
caninos com suspeita de LV (NOTOMI et al., 2000; SRIVIDYA et al., 2012; (NZELU,
KATO; PETERS, 2019).
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2.4.3 Diagnéstico imunologico

Os métodos imunolégicos usados no diagnéstico da LV sdo baseados na
identificacdo de anticorpos contra antigenos de Leishmania em amostras de soro de
individuos e animais infectados. Atualmente, as principias técnicas utilizadas para o
imunodiagnostico sdo a Imunofluorescéncia Indireta (IFlI Leishmaniose Humana
Fiocruz), o Teste de Aglutinagéo Direta (DAT, do inglés “direct agglutination test”), o
Ensaio Imunoenzimatico (ELISA, do inglés “Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay”)
e o0 Teste Rapido Imunocromatogréafico de Fluxo Lateral (TR) (TRAVI et al., 2018).
Em geral, essas técnicas tém a vantagem de serem minimamente invasivas e
podem ser realizadas em grande numero. O IFI, entretanto, requer um microscopio
de fluorescéncia e € demorado, enquanto que o DAT tem apresentado problemas na
padronizacdo e controle na qualidade do antigeno. J4 o ELISA utiliza como base
extratos do parasita ou proteinas recombinantes, e tem como diferencial, a
possibilidade de permitir a avaliacgdo de combinacdes de multiplos antigenos,
podendo aumentar assim a sensibilidade e especificidade do método. No caso dos
TRs, uma grande vantagem € que requerem gquantidades minimas de sangue
periférico (até 10 uL), ndo apresentam necessidade de equipamentos especiais, sao
simples de realizar e ler, rapidos e com resultados disponiveis em 10 minutos (BRAZ
et al., 2020b; MORALES-YUSTE; MARTIN-SANCHEZ; CORPAS-LOPEZ, 2022).

Uma das desvantagens de varios dos ensaios sorolégicos disponiveis
atualmente, IFI, DAT, e ELISA, é que usam antigenos brutos do parasita ou o proprio
parasita na forma promastigota completo. Sua producdo depende assim do
crescimento do parasita em grande quantidade e de forma padronizada, para se
evitar problemas de reprodutibilidade dos resultados. Além disso, apresentam alta
reatividade cruzada com outras espécies de Leishmania, e até mesmo com espécies
filogeneticamente distantes de tripanosomatideos (PEREIRA et al.,, 2020). O
desenvolvimento de antigenos recombinantes de Leishmania para diagnostico

sorologico surgiu entdo como uma alternativa eficaz, porque a producdo de tal
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antigeno acontece independentemente do crescimento do parasita, e pode ser mais
padronizada e uniforme (CELESTE et al., 2014).

2.4.4 Métodos de diagnostico recomendados para LVH no Brasil

O diagnéstico definitivo da LVH, baseia-se na identificagdo de anticorpos
especificos anti-Leishmania por métodos imunologicos, ou através da deteccao do
parasita em material bioldégico por pesquisa direta, reacdo em cadeia da polimerase
ou cultura. Os fatores a considerar para escolha do método ideal sédo a invasividade
do método e a avaliacdo de indicadores clinicos no atendimento de individuos com
leishmaniose (OPAS, 2019). Como os testes parasitolégicos sdo bem invasivos e
requerem instalagcdes médicas e laboratoriais bem equipadas, a sorologia € o exame
de eleicdo na Atencdo Primaria a Saude para o diagnostico laboratorial da LVH,
sendo o teste rapido da rK39 o mais comumente usado em diferentes regides. Ainda
assim, nem sempre € possivel diagnosticar todos os casos na Atencao Primaria
(Figura 5) (CLOOTS et al., 2022).

Figura 5 - Fluxograma do diagnostico da Leishmaniose visceral humana na atengdo primaria.
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SUSPEITA CLINICA E EPIDEMIOLOGICA
Leishmaniose visceral
Teste Rapido rK39
Sorologia
POSITIVO NEGATIVO
Caso confirmado® Exame parasitolégico
Tratamento e L
Acompanhamento Aspirado para diagnostico
: direto da cultura
1 =
' |
Se possivel, fazer o diagnostico POSITIVO NEGATIVO
parasitolégico em aspirado de "
medula éssea, Tentar iniciar o |
tratamento antes do resultado |
dar P 0. Caso confirmado* *Se a exposigdo
Tratamento e epidemiologica e clinica
Acompanhamento forem compativeis com
LV e outros diagndsticos
forem descartados.

Fonte: Adaptado de OPAS, 2019.

Recentemente, observa-se no Brasil uma redugédo progressiva do uso do
exame parasitoléogico, embora o0 percentual desse exame invasivo foi de
aproximadamente 34% dos casos de LV em 2017 (FREIRE et al., 2020). O Sistema
Unico de Salde tem disponibilizado o IFI, utilizando antigeno bruto de L. infantum, e
os RDT rK39, produzidos por Bio-Manguinhos/ Fiocruz. Ao mesmo tempo, varios
outros testes comerciais baseados em ensaios de ELISA e IFI sao registrados na
ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria - responsavel pela
regulamentacdo e comercializacdo de testes diagnosticos) e sdo amplamente
utilizados, principalmente no setor privado de saude (BRASIL, 2018).

Na tabela 1 podemos observar os resultados de sensibilidade, especificidade,

vantagens e desvantagens de cada teste utilizado para o diagnostico da LVH.



Tabela 1 - Testes soroldgicos utilizados para diagnostico da LVH.
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Teste Antigeno Sensibilidade Especificidade Limitagdes Referéncia
Discrepéancia nos
Lisado bruto da resultados de rotina; Pedras et al.
DAT Leishmania na 90-99% 88,6-98,1% Reag&o cruzada com 2008
forma promastigota outras paraSitoseS.
Equipamento
especializado e Pereira et al.
IFI Fixado da 96% 98% profissional treinado; 2020
Leishmania Reacdo cruzada com
outras parasitoses
ELISA Sensibilidade variavel; Van Griensven
04- 0, - 0, .
(rK39) rk39 94%-100% 81-96% Diferenca entre regides. and Diro
2019b
RDT Sensibilidade variavel; Boelaert et al.
- 0, — 0,
(rK39) rk39 88-94% 91-100% Diferenca entre regides. 2014
RDT Sensibilidade variavel; Lauricella et
0, 0,
(rK28) k28 91,0% 98,7% Diferenca entre regides al. 2016

Fonte: A autora (2023).

2.4.5 Métodos de diagnéstico recomendados para LVC no Brasil

O diagndstico clinico da LVC é complexo de ser determinado devido a grande

porcentagem de caes assintomaticos ou oligossintomaticos existentes. Até 2011, o

Ministério da Saude do Brasil orientava que antes da eutanasia de caes infectados,

esses deveriam ser sorologicamente positivos tanto no ensaio imunoenzimatico

ELISA (EIE-LVC-Bio-Manguinhos) quanto no teste de imunofluorescéncia (IFI-LVC-

Bio-Manguinhos) (Tabela 2). Todavia, ambas as metodologias empregam antigenos

totais de Leishmania major, e apresentam variagdo na sensibilidade dos testes. Além

de serem técnicas demoradas exigem dificuldades na sua execuc¢ao, padronizacéo e

interpretacdo, podendo levar a uma ma compreensao dos resultados, além de
apresentar baixa especificidade, de ~70% (LAURENTI et al., 2014; DE SOUZA et al.,

2020).
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Tabela 2 - Testes soroldgicos utilizados para diagnostico da LVC.

Teste Antigeno Sensibilidade Especificidade Limitagdes Referéncia
EIE-LVC Antigenos sollveis 90,6% 77,8% Aparelhos LAURENTI et
Bio-Manguinhos da Leishmania no adequados; al., 2014
estagio Depende do
promastigota antigeno.
TR DPP rk28 90,6% 95,1% Baixa LAURENTI et
sensibilidade al., 2014
com
assintomaticos
Alere™ rk28 73,6% 97,8% Falta de dados RIBEIRO et
Teste comercial nas diferentes aI., 2019
regides do
Brasil
FASTest LEISH® Antigenos 100% 99,1% Falta de dados VILLANUEVA-
Teste Comercia| recombinantes; nas diferentes SAZ et al.,
particulas de ouro regides do 2019
coloidal Brasil
Kalazar Detect™ rk39 79,6% 95,7% Falta de dados RIBEIRO et
Rapid Test nas diferentes al., 2019
Teste comercial regides do
Brasil
MegaFLUO Extrato bruto de 92,4% 99,1% Falta de dados  VILLANUEVA-
LEISH test® L. infantum e nas diferentes SAZ et al.,
Teste comercial L. tropica regides do 2019
Brasil
SNAP® (IDEXX Antigenos 96,3% 100% Falta de dados DE SOUZA et
Laboratories) purificados de nas diferentes al., 2019
Teste comercial promastigotas de regides do
L. infantum Brasil

Fonte: A autora (2023).

Em dezembro de 2011, as orientacbes do Ministério da Salde para o
diagnéstico da LVC foram alteradas, indicando o uso da plataforma de duplo
percurso (TR-DPP-Bio-Manguinhos) como teste de triagem, seguido pelo teste de
ELISA Leishmaniose Canina (EIE-LVC) para confirmac¢do. O TR-DPP é um ensaio
imunocromatogréafico rapido qualitativo, que utiliza a proteina K28 como antigeno
(PATTABHI et al.,, 2010; LAURENTI et al.,, 2014). Os resultados descritos na
literatura indicam que € improvavel que o DPP LVC seja sensivel o suficiente para
detectar caninos assintomaticos com L. infantum, mas é eficaz para confirmar casos

clinicamente suspeitos devido a sua alta sensibilidade e especificidade em céaes
sintométicos (TEODORO DA COSTA et al., 2003; GRIMALDI et al., 2012).
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Embora tenham sido identificados varios estudos que avaliaram as técnicas
sorologicas utilizando diferentes antigenos, observa-se a falta de um teste
diagnostico preciso e reprodutivel. Apesar de os testes atuais apresentarem alta
sensibilidade em cédes sintomaticos, eles ndo apresentam dados consistentes em
caes assintomaticos. Lamentavelmente, a falta de um teste padrdo de referéncia
confiavel, leva a eutanasia de cées infectados, o que ndo implica na diminuicdo da
incidéncia da LVC (PEIXOTO; DE OLIVEIRA; ROMERO, 2015; SIQUEIRA et al.,
2023).

Na tabela 3, observa-se a sensibilidade variavel nos ensaios de ELISA a depender

do antigeno utilizado.

Tabela 3 - Perfil de especificidade e sensibilidade do teste ELISA para LVC considerando o tipo de
antigeno empregado, de acordo com a literatura pesquisada.

Antigeno Cées Sintomaticos Cées Assintomaticos Referéncia

Lisado bruto de
forma promastigota

87,8% sensibilidade 95% sensibilidade SIQUEIRA et al., 2023

L. infantum

100% especificidade

100% especificidade

rk39

100% de sensibilidade
94% especificidade

79% sensibilidade
94% especificidade

SIQUEIRA et al., 2023

rk39

100% de sensibilidade
95,7% especificidade

93,7% sensibilidade
100% especificidade

ROSARIO et al., 2005

rk26

100% de sensibilidade
94% especificidade

76% sensibilidade
94% especificidade

SIQUEIRA et al., 2023

rk26

100% de sensibilidade
100% especificidade

98% sensibilidade
96% especificidade

ROSARIO et al., 2005

Fonte: A autora (2023).
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2.5 PROTEINAS RECOMBINANTES UTILIZADAS NO
IMUNODIAGNOSTICO DA LV

Em 1998, o antigeno recombinante rK39 foi utilizado pela primeira vez em
plataforma de imunocromatografia utilizada para o diagnéstico da LV, comumente
referida como RDT (Rapid Diagnosis Tests). O nome do antigeno deriva de uma
repeticdo de 39 aminoacidos presente ao longo da sua sequéncia proteica, de uma
proteina semelhante a kinesina do complexo Leishmania donovani (BERN et al.,
2000). Esta proteina é altamente conservada nas espécies de Leishmania, e o rK39
tem sido amplamente utilizado para diagnostico da LV na Africa, india, Sudao,
Américas e Brasil, com sensibilidade a principio variando de 95 a 100%. Contudo,
variacdes na sensibilidade e especificidade foram descritas no ELISA aplicado a LV
humana quando utilizado em diferentes regibes do mundo. Estudos na Africa
Oriental mostraram uma sensibilidade inferior a 85% e especificidade de 91% (com
amostras de pessoas que nao tinham a doenc¢a). Ja no subcontinente indiano foi
observado uma sensibilidade de 97% e especificidade de 90% (SINGH; SUNDAR,
2014; BOELAERT et al., 2014). Na Europa, por sua vez, o desempenho dos testes
sorologicos usando rK39 como teste de triagem, tem apresentado sensibilidade e
especificidade de 60% e 96,5%, respectivamente, evidenciando a deficiéncia desse
antigeno recombinante para ser usado como teste de triagem no diagnéstico da LV
(VARANI et al., 2017).

Recentemente, foi realizado no Brasil, um estudo avaliando o desempenho do
rkK39 no RDT e no ELISA utilizando soros humanos da cidade de Natal, estado do
Rio Grande do Norte, Nordeste do Brasil. Foi observado uma sensibilidade abaixo de
90% para ambos os testes, confirmando a eficiéncia duvidosa do antigeno rK39
guando comparado o seu desempenho regional com outras regides brasileiras. Uma
maior precisdo desse antigeno, foi observada para a deteccdo de cdes com LV, com
sensibilidade de 90 a 100%. O rK39 foi menos especifico e menos sensivel para
detectar infec¢cbes assintomaticas, contudo, com o0 teste apresentando
especificidade abaixo do ideal (menor que 80%) (VARANI et al., 2017; SANCHEZ et
al., 2020; MEDEIROS et al., 2021).
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Outros antigenos recombinantes de L. infantum e L. donovani foram avaliados
com potencial promissor para o sorodiagnéstico da LV. A K95 é uma proteina
também derivada da kinesina e que apresentou um bom desempenho no ELISA,
com alta sensibilidade (95,6%) e especificidade (97,8%), quando testada com
amostras de individuos suspeitos para LV em diferentes regides do Brasil
(FUJIMORI et al., 2023). Em um outro estudo no Brasil, trés proteinas (rFc, rC9 e
rA2) foram selecionadas a partir de andlises protedmicas e gendmicas e utilizadas
para determinar sua sensibilidade e especificidade no ELISA e RDT. Dos trés
antigenos, o rA2 foi o que apresentou melhor desempenho para o diagnostico da
LHV (91,5% de sensibilidade e 87% de especificidade) e LVC (96,3% de
sensibilidade e 90% de especificidade) no ELISA. No RDT, o rA2 também
apresentou o melhor desempenho para o diagndstico de LVH (sensibilidade de
92,3% e especificidade de 88,0%) e LVC (87% de sensibilidade e 100% de
especificidade) e teve alta concordancia com o ELISA-rK39. Embora os testes
tenham apresentado bom desempenho, foi observado uma baixa especificidade com
0s parametros utilizados, justificando a necessidade de otimizagfes adicionais (DOS
SANTOS et al., 2019).

Assim como descrito, a utilizacdo de proteinas recombinantes multiepitopos
tem melhorado os parametros de sensibilidade e especificidade dos testes
sorologicos, e um grande namero de antigenos recombinantes tém se mostrado
competente para o diagndstico da LV. Ainda assim, esses testes falharam em
detectar precocemente individuos com suspeita da doenca em diferentes regidées do
mundo e cdes assintomaticos que apresentam niveis baixos ou ausentes de
anticorpos, mesmo que combinados em uma molécula quimérica (FARAHMAND;
NAHREVANIAN, 2016b; DOS SANTOS et al.,, 2019). Por isso, hd uma busca
continua por novos antigenos de Leishmania que possam ser usados no
desenvolvimento de proteinas quiméricas com alta eficacia em diagnosticar ao
mesmo tempo humanos e cades com LV e que fornecam resultados confiaveis para o
sorodiagnostico da doenca (ALGHAMDI et al., 2022).

Mais recentemente, a construcdo de proteinas quimeéricas recombinantes que
contém multiplos peptideos exibiu caracteristicas promissoras para o diagnostico por
ELISA da LV. Nesse sentido, a proteina quimérica denominada de K28, gerado pela

fusdo dos antigenos rK9, rk26 e rkK39 de L. infantum foi avaliada no ELISA em 252
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casos de LV confirmados parasitologicamente na India, apresentando alta
sensibilidade (99,6%), comparavel ao do ELISA com a rK39 (99,6%), e
especificidade de 100%, utilizando amostras de individuos saudaveis de regides ndo
endémicas (VAISH et al., 2012). Na América Latina, testes imunoenzimaticos
desenvolvidos com rK28 para o diagnostico de LVC mostraram sensibilidade de
91,0% no ELISA quantitativo e especificidade de 98,7% (LAURICELLA et al., 2016).
No entanto, a sensibilidade relatada para plataforma de duplo percurso (DPP, do
inglés, Dual Path Plataform) com o antigeno rK28 foi entre 47% e 92% para 0s casos
de LVC assintomaticos (LAURENTI et al., 2014). Novo estudo recente no Brasil
utilizou 74 amostras de cées sintomaticos para LV e 66 amostras de cées saudaveis
para avaliar comparativamente os antigenos rk28 e rK39 no ELISA. A concluséo foi
que o rK39 apresentou melhor sensibilidade (97,3%) em comparagcdo com o rK28
(95,9%), com 100% de especificidade, sugerindo que o antigeno rK39 parece ainda

ser uma boa alternativa para o diagnostico da LVC (FUJIMORI et al., 2023).

Avancos tecnoldgicos, tem permitido a utilizacdo de ferramentas confiaveis de
predicdo de epitopos capazes de identificar proteinas imunogénicas com potencial
para reconhecer anticorpos especificos em soros de humanos e cdes com suspeitas
de LV (SAHA; RAGHAVA, 2006; ALGHAMDI et al., 2022). Em outro estudo recente,
epitopos selecionados dessa forma foram incluidos em duas proteinas quiméricas
recombinantes multiepitopos PQ10 e PQ20 que foram capazes de detectar a LV
canina no ELISA (FARIA et al., 2017). Baseado nesse achado, um outro estudo foi
desenvolvido com o objetivo de otimizar tais proteinas. O desempenho no ELISA
variou, com sensibilidade de 93% e especificidade de 80 a 96,6% (com soros de
cées nao infectados), para ambas as proteinas. A proteina de melhor desempenho,
contudo, a PQ10, apresentou reatividade cruzada com caes infectados com outras
parasitoses, embora esses antigenos tenham apresentado sensibilidade superior ao
teste DPP LVC recomendando pelo Ministério da Saude (FONSECA et al., 2019). A
avaliacao da proteina quimérica PQ10 na deteccdo precocemente da LVH também
foi realizada. Foram observados valores de 84% e 82% de sensibilidade e
especificidade (utilizando amostras de individuos saudaveis), respectivamente e a
PQ10 foi capaz de detectar 92% de humanos infectados assintomaticos. Entretanto

foi identificada reacdo cruzada com amostras de individuos positivos para
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toxoplasmose, sifilis, infeccéo por malaria, infeccao por citomegalovirus, tuberculose,

sarampo e himenolepiase (JAMEIE et al., 2021).

2.6 FUNDAMENTO PARA O PRESENTE TRABALHO

Em um primeiro estudo que precedeu o presente trabalho, e em busca de
proteinas recombinantes passiveis de uso como alternativas para o diagndstico
sorolégico da LV, cinco antigenos (Lcil, Lci2, Lci3, Lci4 e Lci5) potencialmente
relevantes para o diagndéstico da LV forma identificados por meio de triagem de
biblioteca de cDNA de expressdo de L. infantum. Fragmentos destes antigenos
foram expressos em modelo bacteriano e avaliados no ELISA contra soros de
diferentes populagdes humanas e caninas com LV. As sensibilidades e
especificidades para estes antigenos variaram, respectivamente, de ~36 a ~ 97% na
deteccdo de LV humana e de ~67 a 100% na deteccdo da LV canina. O antigeno
recombinante que apresentou melhor desempenho para sorodiagndstico da doenca
humana por ELISA foi entdo o Lci2, enquanto que o antigeno Lci4 apresentou o
melhor desempenho para o sorodiagndstico da LV em cées (TEIXEIRA et al., 2007;
OLIVEIRA et al., 2011).

Em um trabalho posterior, foi expandido o painel de antigenos disponiveis
para o diagnostico da LV por meio de outra triagem, agora de uma biblioteca de
expressdo gendmica. As proteinas foram identificadas e seus produtos proteicos
nomeados como Lci6, Lci7, Lci8, Lci9, Lcil0, Lcill e Lcil2. Véarios destes foram
entdo avaliados para o diagnéstico da LV humana e canina, com a sensibilidade por
ELISA variando entre ~49 e ~91%. Em geral, esses antigenos tiveram um
desempenho com os soros caninos melhor do que o observado para as amostras
humanas. Outro antigeno recombinante identificado independentemente, a Lcil3
(CAMPOS et al., 2008), foi incluido no mesmo estudo para fins comparativos e
apresentou o melhor desempenho, com ~97% de sensibilidade e ~98% de
especificidade quando avaliada com soros de cdes. O mesmo estudo avaliou

misturas de varios antigenos onde foi possivel obter niveis mais elevados de
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sensibilidade tanto para soros de cdes quanto de humanos (MAGALHAES et al.,
2017Db).

A partir dos trabalhos precursores citados, partiu-se entdo para o
desenvolvimento de uma nova proteina quimérica recombinante (Q5) baseada na
juncao de fragmentos de trés proteinas promissoras para o diagnostico soroldgico da
LV humana (Lci2) e canina (Lci3 e Lcil2). Em ensaios de ELISA a proteina Q5
mostrou 82% de sensibilidade para soros humanos (n=50), e 99% de sensibilidade
com soros de caes (n=39). Os resultados com soros de pacientes com leishmaniose
tegumentar mostraram uma Unica reacao inespecifica entre os 50 soros testados
(2%), confirmando a especificidade da Q5 para o diagndstico de LV e seu potencial
para baixa reacdo cruzada com outras doencas (MAGALHAES et al., 2017b).

Mesmo com os resultados promissores da Q5, o estudo de Santos et al.,
(2020) utilizou um conjunto limitado de soros de individuos e caes infectados com L.
infantum. Assim, realizou-se uma nova avaliacdo da Q5 no ELISA usando um
namero maior de soros caninos com o diagnostico prévio para LV no teste DPP e
seu desempenho foi comparado com o EIE-LVC. Os resultados mostraram que a Q5
necessita de melhorias adicionais em sua sequéncia. Este estudo compde o capitulo
| desta Tese.

Com base nesses estudos anteriores, projetamos uma nova proteina
quimérica recombinante (Q8) contendo parte dos epitopos da Q5, mais adicao de
fragmentos de duas outras proteinas antigénicas da L. infantum, a j& mencionada
Lcil3 e também a Lci5, que demonstrou ser boa candidata para o diagndstico da
LVC em estudo independente (BORJA et al.,, 2018b). Aqui, relatamos entdo a
producdo de um novo antigeno quimérico recombinante de facil producdo e com
tecnologia nacional, que apresentou resultados satisfatorios nos ensaios de ELISA
utilizando soros de cdes e de individuos de areas endémicas brasileiras com
diagnéstico laboratorial confirmado para LV. Os resultados mostram que a Q8 é um
antigeno confiavel e eficiente para ser usado no diagnoéstico da LV canina e humana.

Este estudo compde o capitulo Il desta Tese.
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2 HIPOTESE

Proteinas quiméricas recombinantes construidas com epitopos antigénicos de
proteinas do parasita, apresentam potencial para serem usadas como novos
antigenos aplicaveis no diagndstico imunologico da leishmaniose visceral humana

e/ou canina.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver e avaliar novas proteinas quiméricas capazes de detectar
anticorpos especificos anti-Leishmania em humano e cées infectados com

Leishmania infantum e avaliar seu potencial no diagnéstico da leishmaniose visceral.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Avaliar a acuracia diagnostica da Q5 por ELISA ampliando o nimero de soros

caninos com LV;

2. Comparar o desempenho do ELISA baseado na Q5 com o teste EIE-LVC

usando soros de caes positivos para LV com base no teste rapido DPP;

w

. Identificar in silico peptideos de proteinas antigénicas de L. infantum para
utilizacéo no diagnéstico sorolégico da LV;

4. Construir in silico um novo gene sintético (Q8) derivado daquele codificante
da Q5;

ol

. Produzir a Q8 e uma variante, Q8SX2, em sistema de expressao heterologa;

(0]

. Avaliar de forma comparativa por ELISA as proteinas Q5, Q8 e Q8SX2,

usando amostras positivas com LV de soros de cées e humanos.
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Potencial diagnostico para deteccdo da leishmaniose visceral canina em um
ensaio de ELISA baseado na proteina quimérica recombinante Q5. Uma
avaliacdo comparativa em larga escala usando soros de cades positivos na

Plataforma de duplo percurso (DPP)

Artigo anexo na pagina seguinte. Versdo em inglés aceita para publicacdo no

periodico Veterinary Sciences.

ID: vetsci-2570024

A doutoranda e co-autora desse artigo foi responsavel pelos experimentos de
producdo do segundo lote da proteina quimérica Q5, purificada sob condi¢cdes de
desnaturacdo mais leves, bem como outra proteina recombinante (Lcil3), ambas
utilizadas nos ensaios de ELISA com soros caninos suspeitos para LV. O potencial
da Q5 no ELISA foi reavaliado usando um grande numero de soros de caes
positivos para LV (n=405) com um diagndstico prévio no DPP, e seu desempenho
comparando com o teste EIE-LVC, buscando investigar resultados falso positivos
elou falsos negativos. Um segundo ensaio de ELISA foi realizado com a proteina
recombinante Lcil3, com um total de 119 soros positivos no DPP, mas apresentando
resultados previamente negativos no ELISA Q5 e EIE-LVC. Os parametros de

sensibilidade, especificidade e preciséo ideais foram estabelecidos usando a analise
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da Curva ROC. Em sintese, os resultados do ELISA com todos os soros testados
mostraram niveis semelhantes de sensibilidade (67-68%) tanto para Q5 quanto para
o EIE-LVC. Uma sensibilidade superior de (92%) foi observada com os caes
sintomaticos (n=48). Em contrapartida, foi visto uma sensibilidade de 62% e 58%
para Q5 e EIE-LVC com os soros de cdes assintomaticos (n=117). Uma segunda
selecéo desses soros foi realizada para novas analises no ELISA com a Q5 e Lcil3,
purificadas sob condicbes mais brandas. Ao final, foi observado uma reatividade
baixa da Q5 e do EIE-LVC com amostras de cdes assintomaticos, confirmando a
necessidade do desenvolvimento de outras proteinas quiméricas recombinantes,
gue consigam identificar esse grupo de cdes sem sinais clinicos, para serem
investigadas como possiveis alternativas aos métodos de diagnostico de LVC

atualmente utilizados.



46

Potencial diagnostico para deteccdo da leishmaniose visceral canina em um
ensaio de ELISA baseado na proteina quimérica recombinante Q5. Uma
avaliacdo comparativa em larga escala usando soros de cades positivos na
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Abstrato

Resumo simples

Este estudo teve como objetivo comparar o verdadeiro potencial diagndstico da
proteina quimérica recombinante Q5 em um ensaio ELISA utilizando um grande
namero de soros de cdes com suspeita de LVC. Soros de cdes com diagndstico
positivo de LVC com base no teste rapido DPP (n = 406) e amostras negativas de
cdes saudaveis (n = 46) foram utilizados para testes ELISA utilizando o Q5
recombinante. No geral, foram observados niveis semelhantes de sensibilidade mais
baixa (67-68%) tanto para o teste EIE-LVC comercial como para o ELISA Q5 quando
todos os soros avaliados foram considerados, mas foi observada uma sensibilidade
muito maior (92%) para as amostras de cades sintomaticos. Em contraste, foram
observados muitos resultados negativos para 0os soros positivos para DPP de caes
assintomaticos ou daqueles sem informacédo clinica disponivel. Os resultados
revelam uma incidéncia maior do que o esperado de provaveis resultados falso-
positivos para DPP, reforcando a necessidade de outras proteinas recombinantes,
como a quimérica Q5, serem investigadas como possiveis alternativas aos métodos

de diagndstico de LVC atualmente utilizados.
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Resumo

Os cées sdo considerados o principal reservatorio doméstico da leishmaniose
visceral humana, uma doenca grave causada pelo parasita Leishmania infantum. O
diagnoéstico da Leishmaniose Visceral Canina (LVC) é fundamental para o controle
da doenca, com diversos métodos disponiveis atualmente. Dentre o0s testes
sorologicos, o teste rapido DPP e o EIE-LVC, mais utilizados no Brasil, estdo
associados a sensibilidade e especificidade variaveis. A investigacdo com novas
proteinas recombinantes pode, portanto, melhorar o diagnéstico de LVC, tal como o
ELISA com a proteina quimérica recombinante Q5 pode, portanto, melhorar o
diagnéstico de LVC. Este estudo teve como objetivo avaliar o verdadeiro potencial
diagnéstico de Q5 em um ensaio ELISA utilizando um grande nimero de soros
suspeitos de LVC (406) com diagnostico prévio positivo baseado no teste rapido
DPP. Os soros dos caes positivos para DPP, também avaliados com o teste EIE-
LVC, foram comparados com soros de caes saudaveis (n = 46) e utilizados para
testes ELISA utilizando o Q5 recombinante. Os dados resultantes, bem como a
correlagdo com os sinais clinicos e as caracteristicas ambientais dos animais foram
analisados utilizando Medal e GraphPad Prism 8.0. No geral, foram observados
niveis semelhantes de sensibilidade mais baixa (67- 68%) tanto para o teste EIE-
LVC comercial como para o ELISA Q5 quando todos os soros avaliados foram
considerados, mas foi observada uma sensibilidade muito maior (92%) para as
amostras de amostras sintomaticas. apenas caes. Em contraste, foram observados
muitos resultados negativos para os soros positivos no DPP de cdes assintomaticos
ou sem informacdo clinica disponivel. Uma selecdo desses soros foi testada

novamente em novos ensaios ELISA utilizando um segundo lote do Q5
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recombinante, purificado em condi¢cdes desnaturantes mais brandas, além de outra
proteina recombinante (Lcil3). Os resultados revelam uma incidéncia maior do que o
esperado de provaveis resultados falso-positivos para DPP, reforcando a
necessidade de outras proteinas recombinantes, como a quimérica Q5, serem
investigadas como possiveis alternativas aos meétodos de diagndstico de LVC

atualmente utilizados.

Palavras-chave: Leishmania infantum; leishmaniose visceral canina; Teste DPP

1. Introducéo

Os caes domeésticos sdo considerados o principal reservatério da leishmaniose
visceral (LV), tendo papel fundamental nas areas urbanas para a transmissao
humana da Leishmania infantum, protozoario parasita responsavel pela maioria dos
casos da doenca na América Latina e no sul da Europa. Na verdade, a prevaléncia
positiva na populacdo canina pode atingir até 80% em areas altamente endémicas,
com varios estudos sugerindo que existe uma sobreposicdo entre locais com
incidéncia de casos humanos e alta soroprevaléncia canina [1-3]. O niumero de cées
infectados com L. infantum na América do Sul é estimado em milhGes, com maior
evidéncia de crescimento da doenca no Brasil, Argentina e Paraguai [4]. Em areas
endémicas de LV causada por L. infantum, como o Brasil, os cées infectados sdo
caracterizados por um grande acumulo de parasitas. A deteccao rapida e eficiente
da infeccdo em animais com e sem sinais clinicos €, portanto, essencial para
controlar a propagacao da doenca para outros caes e humanos, sendo a alta taxa de

animais assintomaticos uma complicacéo significativa [5,6].
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Véarios métodos sdo considerados para o diagnostico de LV, sendo que tanto os
testes parasitologicos quanto os moleculares apresentam limitacdes operacionais
para a leishmaniose visceral canina (LVC). Muitas técnicas sorolégicas estdo
comercialmente disponiveis e em uso, mas muitas delas sdo baseadas em
preparacdes complexas de proteinas nativas derivadas do parasita, limitando a
especificidade e sensibilidade dos testes e facilitando resultados falso-positivos,
devido a reacdes cruzadas com antigenos de outros patégenos, como Babesia e
Ehrlichia. Ao mesmo tempo, uma maior incidéncia de casos falso-negativos pode
favorecer a propagacdo da doenca através de diagndsticos errados, limitando a

identificacdo de animais assintoméaticos [5-8].

O diagndstico soroldgico oficial da LVC no Brasil utiliza o teste rapido DPP
(Dual Path Platform), que consiste em um dispositivo impregnado com o antigeno
recombinante rkK28, uma quimera que combina trés antigenos de L. infantum (K9,
K26 e K39) [9,10]. Outro teste recomendado € o EIE-LVC, um ensaio ELISA
baseado em antigenos sollveis de formas promastigotas de Leishmania major [11].
Um estudo utilizando esses dois testes sorolégicos, (DPP e EIE-LVC), revelou que
apenas 67,2% das amostras positivas com base em PCR em tempo real
(Polymerase Chain Reaction) foram positivas tanto em DPP quanto em EIE [12].
Outro estudo que avaliou o teste DPP, mas com soros de animais positivos para
LVC confirmados por cultura ou PCR, também encontrou valores baixos de
sensibilidade (74%) e especificidade (94%), embora ainda superiores aos
observados para o teste DPP e o teste confirmatorio (EIE-LVC), com sensibilidade
de 67% e especificidade de 87% [7]. A coinfeccdo com patdgenos como Babesia sp.

e Ehrlichia sp. em cées de areas urbanas endémicas ou nao endémicas para LVC
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demonstrou interferir no diagnostico soroldgico utilizando testes ELISA, IFAT (teste

de imunofluorescéncia de anticorpos) e DPP [13].

Limitacdes diagndsticas em animais assintomaticos e reacfes cruzadas com
outras infec¢cdes causadas por tripanossomatideos estimularam a busca por novos
antigenos recombinantes. Diferentes estudos tém sido realizados com o objetivo de
melhorar a qualidade de antigenos recombinantes individuais ou combinacfes de
antigenos aplicados ao diagndstico de LVC [14]. Nosso grupo identificou
anteriormente o Lcil3 recombinante, um fragmento da proteina mitocondrial de
choque térmico de 70 kDa de L. infantum [15], como potencialmente eficaz para o
diagnéstico de LVC (97% de sensibilidade), mas ndo para o diagnostico da doenca
humana. [16]. Uma segunda proteina recombinante avaliada por nosso grupo, a
proteina quimérica Q5, foi projetada para unir fragmentos derivados de antigenos
recombinantes de L. infantum previamente considerados eficientes para as formas
humana ou canina da doenca (Lci2, Lci3 e Lcil2). Resultados preliminares com um
conjunto limitado de 39 soros de caes infectados, com diagnostico parasitolégico
e/ou molecular positivo, mostraram sensibilidade de 99% para Q5, com
especificidade de 100% definida apés teste de 15 soros de animais saudaveis [17].
Dados os resultados promissores com a Q5, o presente estudo foi realizado com o
objetivo de melhor avaliar o desempenho do Q5 em um ensaio ELISA desenhado
para o sorodiagnodstico de LVC em cées, utilizando um conjunto muito maior de
soros caninos (de caes sintomaticos e assintomaticos) previamente avaliados. com
os dois exames atualmente prescritos para diagnéstico de LVC no Brasil, DPP e
EIE-LVC. Os soros positivos para DPP com resultados negativos para o ELISA Q5

e/lou EIE-LVC foram posteriormente testados com um segundo ensaio ELISA
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baseado em Q5, bem como ainda outro ELISA baseado numa proteina
recombinante diferente, Lcil3. As analises comparativas confirmam desempenhos
equivalentes tanto para Q5 ELISA como para EIE-LVC apenas para animais
sintomaticos, revelando ao mesmo tempo um grande numero de soros positivos para
DPP com resultados negativos consistentes para todos os ensaios ELISA testados,

principalmente de cées assintoméaticos ou de animais sem sintomas clinicos.

2. Materiais e Métodos

2.1. Soros Caninos e Consideracbes Eticas

Os soros caninos aqui analisados foram fornecidos pela Vigilancia
Epidemiolégica de LVC do sistema publico de saude ou pelo Ministério da Saude do
Brasil (responsavel pela realizacdo de testes confirmatérios de LV) do estado de
Pernambuco, Nordeste do Brasil. As informagbes sobre as condigcdes
epidemiolodgicas e clinicas relatadas foram coletadas no momento do registro dos
cées positivos para LV. Todos os soros considerados suspeitos para LVC, com base
no resultado positivo do teste rapido DPP (n = 406), eram procedentes de
Pernambuco. Soros de caes saudaveis (n = 48) foram utilizados como controles
negativos, sendo 30 do Estado de S&o Paulo (area ndo endémica) e 18 do Estado
de Pernambuco (area endémica), todos com resultados negativos para LVC
observados usando o teste DPP, bem como um ensaio de PCR descrito
anteriormente [18]. A pesquisa teve inicio apos avaliacdo e aprovacao pelo Comité

de Etica no Uso de Animais CEUA/UPE sob registro n° 03/2020.
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2.2. Expressao e Purificacado de Proteinas

A expressdo e purificacdo da Q5 recombinante utilizada para o primeiro
conjunto de ensaios no ELISA (lote de ureia 8M) foi realizada conforme descrito
anteriormente [17], utilizando o gene Q5 clonado na expressao pRSET (Invitrogen,
Waltham, MA, EUA) transformado em Escherichia coli RosettaTM 2 DE3 (de
Novagen, Darmstadt, Alemanha). A construcdo da Q5 recombinante e aquela que
codifica o antigeno Lcil3, que também foi clonado no plasmideo pRESTa [16], foram
entdo utilizadas em um segundo procedimento de purificacdo para produzir os lotes
de ureia 2M. Estes usaram células bacterianas de culturas de um litro que foram
colhidas e ressuspensas em 20 mL de tampé&o A (Tris-HCI 50 mM pH 8,0, NaCl 300
mM, imidazol 20 mM, ureia 2 M, 2-Mercaptoetanol 10 mM) e lisado com cinco pulsos
de ultrassom a 4 °C. Os sobrenadantes soluveis, apos centrifugacéo a 20.000 x g
durante 30 min a 4 ° C, foram ent&do carregados numa coluna His-Trap HP de 5 mL
num sistema AKTA Pure (Cytivia, Marlborough, MA, EUA) equilibrado com tampéao
A. As proteinas foram eluidas com um gradiente de duas etapas em um gradiente
linear de 10 volumes de coluna (CV) de 0% a 10% de tampéao B (tampéo A + imidaz-
ole 500 mM), seguido por um gradiente linear de 20 CV de 10% a 100% de tamp&o
B. As eluicbes foram carregadas em SDS-PAGE a 15% seguida de coloragdo com

Coomassie para confirmar a carga e a qualidade da proteina [1].

2.3. Testes de diagnoéstico e ELISA

Os testes DPP e EIE-LVC, ambos produzidos em Bio-Manguinhos (Fiocruz,
Rio de Janeiro, Brasil) para diagnostico da LVC, foram utlizados conforme

recomendacao do fabricante. Para os ensaios de ELISA com os recombinantes Q5 e
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Lcil3, foram realizados essencialmente conforme descrito anteriormente [17],
utilizando 600 ng por pogo das proteinas recombinantes. Para os ensaios, 0s po¢os
foram incubados com os soros caninos em diluicdes de 1:900 (para Q5) ou 1:200
(para Lcil3), utilizando como segundo anticorpo o IgG de cabra anti-cdo conjugado
com peroxidase (diluido 1:10.000) da Sigma Aldrich (St. Louis, MO, EUA), n° de
catalogo A6792 (Q5 2M e Lcil3) e diluido 1:1.200, da Jackson Immuno Research
304-005-003 para Q5 8M). Para os ensaios ELISA com proteinas recombinantes, os
soros foram utilizados em triplicatas. As diluicbes dos soros foram definidas
utilizando uma curva de padronizacdo variando de 1:100 a 1:900. Para avaliar o
desempenho clinico do ensaio, a Q5 foi avaliada em amostras clinicas retrospectivas
para comparar a sua capacidade diagnéstica com métodos de referéncia. Um total
de 454 soros foram testados com DPP, com todos os soros positivos para DPP
também testados posteriormente com o ensaio EIE-LVC. A Figura 1 detalha o

ndamero de amostras testadas com cada um dos ensaios ELISA avaliados aqui.

Samples
(n=454)
pPP
(n=454)
DPP Positive | DPP Negative |
(n=406) {n=48)
EIE-LVG !
(n=406) Q8 8M Q5 2M Lci13 aM
4 (n=48) (n=30) ‘ (n=30}
Qsem | Q5 2M ‘ Leit3 8M
(n=4086) | (n=169) (n=119)

Figura 1. Fluxograma detalhando o nimero de amostras testadas em cada teste. Amostras positivas
triadas com DPP foram testadas com EIE-LVC para confirmar o diagnostico de LVC. Amostras de
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animais saudaveis e negativos para DPP foram utilizadas como controle negativo e posteriormente
testadas com um ensaio lab-on-chip para avaliar a metodologia diagnéstica.

2.4 Colecao de dados

ApoOs a entrevista com o dono do animal, foi realizado exame fisico do cédo e
coletado sangue venoso periférico do cdo. As amostras foram armazenadas,
processadas e analisadas no proprio municipio (exame fisico e teste rapido DPP), e

os demais diagnosticos foram realizados na Fiocruz Pernambuco.

2.5. Analise estatistica

Os dados foram tabulados no Microsoft Excel 2013 e os parametros de
sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo, valor preditivo negativo,
acuracia e intervalo de confianca foram estimados no site MedCalc. Gréficos de
dispersdo, curva ROC, indice Kappa e AUC foram gerados usando GraphPad Prism
8.0.2. A avaliagdo da concordancia entre os testes foi realizada por meio da
estatistica kappa, sendo os resultados interpretados da seguinte forma: valores < 0
indicaram auséncia de concordancia; 0,01-0,20 significou nenhuma ou ligeira
concordancia; 0,21-0,40, regular; 0,41-0,60, moderado; 0,61-0,80, substancial; e
com 0,81-1,00 indicando concordancia quase perfeita. O ponto de corte para o0s
ensaios ELISA foi determinado calculando a média dos valores derivados dos soros

negativos mais duas vezes o desvio padréao.
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3. Resultados

3.1. Caracteristicas Ambientais e Clinicas da Populacdo do Estudo

Para avaliar adequadamente a proteina recombinante Q5 em larga escala,
montamos um conjunto substancial de soros caninos usando cdes de uma area
endémica para LVC com suspeita de diagnostico para a doenca confirmada usando
0 ensaio DPP recomendado (n = 406). Os animais cujos soros foram avaliados aqui
consistiam predominantemente de caes domésticos (60,1%), em sua maioria
machos (52,7%), e os cades geralmente tinham um ano de idade ou mais (67,5%),
(69%) e sabidamente tiveram algum tipo de contato com humanos (69%). Quanto as
condi¢cBes de abrigo, 24% foram classificados como intra-residenciais (encontrados
dentro dos domicilios), 70% como peri-residenciais (abrigados em area igual ou
inferior a 100 m de uma residéncia) e 51% como extra-residenciais. - Residéncia
(abrigada num raio superior a 100 m de uma residéncia). Os soros de animais
assintomaticos representaram 28,8% dos testados, sendo 11,8% dos soros
provenientes de animais sintomaticos; havia e ndo havia informacdo clinica
disponivel para os demais cdes (59,4%). Considerando apenas 0s caes
sintométicos, 0s principais sintomas foram onicogrifose (47,9%), dermatite
generalizada (72,9%), e perda de peso (45,8%). A Tabela 1 resume todos os dados
clinicos e ambientais disponiveis para os cées positivos para DPP incluidos na

nossa analise.
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Tabela 1. Distribuicdo das caracteristicas clinicas e ambientais dos animais cujos soros foram
aqui avaliados.

N =406 Caractéristicas N (%)
Domiciliar 244 (60.1)
Semi- domiciliar 4 (1.0)
Origem do animal Comunidade 63 (15.5)
Errante 6 (1.5)
NI 89 (21.9)
Feminino 176 (43.3)
Sexo Masculino 214 (52.7)
NI 16 (3.9)
Até 12 meses 21 (5.2)
Idade Um ano de idade ou mais 274 (67.5)
NI 111 (27.3)
Sim 280 (69.0)
Contato humano Nao 2(0.5)
NI 124 (30.5)
Intra- residente 100 (24.6)
. A Extra- residente 51 (12.6)
Tipo de abrigo * Peri- residente 70 (17.2)
NI 185 (45.6)
Assintomatico 117 (28.8)
Sintomas Sintomatico 48 (11.8)
NI 241 (59.4)
Dermatite generalizada 35 (72.91)
Onicogrifose 23 (47.91)
Caractéristicas clinicas Perda de peso 22 (45.83)
Perda de cabelo 13 (27.08)
Ceratoconjubtivite 7 (14.58)

*[19]. NI: Nenhuma informacé&o disponivel.

3.2. Avaliagdo em larga escala do Q5 recombinante para o diagnoéstico de LVC

Para avaliar a eficiencia da Q5 para o diagnostico da LVC com o maior
conjunto de soros positivos para DPP, ensaios ELISA foram configurados conforme
descrito anteriormente [17], usando a proteina recombinante purificada na presencga
de ureia 8M (Q5-8M). Quando considerado todo o conjunto de soros testados, o

desempenho do ELISA Q5 foi inferior ao esperado, com sensibilidade geral de 68%
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e especificidade de 94% (Figura 2A). No entanto, quando o desempenho da Q5-8M
foi avaliado apenas com soros de caes com caracteristicas clinicas definidas,
sintoméaticas ou assintomaticas, os soros dos cées sintomaticos foram identificados
com uma sensibilidade substancialmente maior (92%) do que os soros dos caes
sintomaticos. soros assintomaticos (62%). Curvas ROC foram entdo geradas para
esses varios grupos de soros (Figura 2B), e todos apresentaram valores de AUC
préximos a 1,0 (0,852, 0,951 e 0,835, respectivamente, para 0s grupos Total,
sintomatico e assintomatico, com p < 0,0001). Os valores de sensibilidade,
especificidade e precisdo para 0s grupos de soros avaliados também sao

apresentados na Tabela 2.
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Figura 2. Avaliacdo da Q5-8M recombinante com um grande conjunto de soros de cdes positivos para
LV. (A) Resultados de ELISA com a Q5 recombinante utilizando os 406 soros positivos no DPP, bem
como dos grupos sintomaticos (48 soros), assintomaticos (117 soros) e controle saudavel (48 soros).
(B) Curvas ROC para os trés grupos positivos para DPP geradas com os resultados mostrados em

(A).

Tabela 2. Avaliagdo da sensibilidade, especificidade, acuracia e indice kappa do teste LVC Q5, com a
proteina quimérica Q5, em comparacdo com o EIE-LVC, e avaliando todo o conjunto de soros
positivos no DPP avaliados e apenas aqueles dos grupos sintomaticos e assintomaticos.

Sensibilidade % Sintomatico Assintomatico Especificidade %

(.o
ELISA (n = 406) (n = 48) (n=117) (n = 48) Acuracia% Kappa
Q5-8M 68 (63-72) 92 (80-98) 62 (53-71) 94 (83-99) 71 (66-75)  0.48 (0.38-0.60)

EIE-LVC 67 (61-72) 92 (80-98) 58 (50-68) Not assayed Not assayed 0.48 (0.40-0.60)

Todos os resultados foram calculados com intervalo de confianca (IC) de 95%.
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3.3. Comparacao entre EIE-LVC e Q5

De acordo com o protocolo padrdo para diagnostico de LVC atual no Brasil,
todos os soros caninos positivos pelo ensaio DPP também foram testados com o
ensaio EIE-LVC antes de serem utilizados nos experimentos aqui descritos. Para
melhor avaliar o desempenho da Q5-8M, optamos, portanto, por comparar
diretamente os resultados do ensaio ELISA com aqueles derivados do teste EIE-
LVC. Os resultados, também resumidos na Tabela 2, mostram uma sensibilidade
global de 67% quando todos os soros positivos para DPP sdo considerados, mas
com sensibilidades de 92% e 58%, respectivamente, para os soros de cées
sintomaticos e assintomaticos. A especificidade néo foi determinada para EIE-LVC,
uma vez que este ensaio foi aplicado apenas em soros previamente testados com
DPP, e nenhum deles incluiu amostras de animais controle saudaveis. Calculamos
entdo a concordancia entre os dois testes e entre ambos 0s ensaios e o0s resultados
determinados com DPP. Valores idénticos foram observados tanto para Q5 quanto
para EIE-LVC (0,48 para ambos), indicando concordancia moderada através do
indice kappa. Em contraste, foi observada uma maior concordancia entre o ELISA
Q5-8M e o EIE-LVC (0,65), indicando uma concordancia substancial entre estes dois
ensaios ELISA. A concordancia limitada observada entre os ensaios ELISA e DPP
levou-nos a investigar mais detalhadamente os resultados positivos e negativos
observados para cada teste com cada soro. No geral, considerando todo o conjunto
de soros positivos para DPP (n = 406), 272 soros foram identificados como positivos
para LVC e 134 como negativos para o teste EIE-LVC, enquanto 275 foram positivos
e houve 131 negativos para o ELISA Q5-8M. Notavelmente, 101 soros foram

negativos para ambos os ensaios, apesar de terem um resultado positivo anterior de
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DPP. Apenas trés deles eram de cdes com sintomas associados a LVC,
contrastando com 38 soros de cées assintomaticos e 60 de animais sem informacéo

clinica disponivel.

3.4. Avaliacdo comparativa de diferentes ensaios ELISA baseados em Q5

O grande numero de soros positivos para o0 ensaio DPP e negativos para o
ELISA Q5 pode refletir uma menor eficiéncia da proteina recombinante Q5 na
identificacdo de animais assintomaticos ou com niveis mais baixos de anticorpos.
Raciocinamos que um fator contribuinte poderia ser as condicbes de purificacdo
utilizadas para a producéo de Q5, altamente desnaturante na presenca de ureia 8 M,
uma condicao originalmente escolhida para melhorar a solubilizagcdo da proteina
recombinante e maximizar o rendimento durante a purificagao.

Para considerar isso, optamos por avaliar um novo lote de Q5 recombinante,
que foi preparado usando um novo protocolo de purificacdo sob condi¢des
desnaturantes mais suaves (uréia 2 M - Q5-2M), e avaliar uma selecdo de soros
positivos para DPP que foram principalmente negativo para EIE-LVC e ELISA Q5-
8M anterior. A Figura 3A compara o0 rendimento de purificacdo de ambos o0s
protocolos utilizados para a purificagcdo Q5 usando SDS-PAGE, com ambos os
protocolos levando a purificacfes eficientes de proteinas, mas com um rendimento
mais elevado para a purificagcdo de ureia 2M. Montamos entdo um novo ensaio
ELISA com a proteina Q5-2M, optando por alterar também o anticorpo secundario
utilizado no ensaio, novamente com 0 objetivo de verificar se outras chances
poderiam melhorar a sensibilidade. Devido as limitacdes na disponibilidade de soro,

0 novo ELISA Q5-2M foi entdo avaliado com uma selecdo de soros positivos para
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DPP que incluiam principalmente aqueles que eram negativos tanto para EIE-LVC
como para o ELISA Q5-8M anterior. Um total de 169 soros positivos para DPP, em
sua maioria de animais assintomaticos ou sem informacdes disponiveis sobre
sintomas clinicos, foram selecionados para a nova avaliagdo, sendo que 126 deles
tiveram resultado negativo no primeiro experimento ELISA Q5-8M (os resultados
estdo resumidos na Tabela 3). Ao todo, 43 soros foram positivos com 0 novo ensaio,
com apenas 23 coincidindo, com resultado positivo anterior para o ELISA Q5-8M.
Um total de 109 soros permaneceram negativos em ambos 0S ensaios; no entanto,
apenas 88 também foram negativos no teste EIE-LVC, incluindo 85 soros de animais
assintomaticos ou sem sintomatologia disponivel.
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Figura 3. Avaliacdo comparativa de um segundo lote da proteina quimérica Q5. (A) Gel SDS-PAGE
mostrando as diferentes purificacdes proteicas de Q5 usando ureia 8M e 2M. (B) Resultados de
ELISA com o Q5 recombinante purificado com ureia 2M e testado com 169 soros positivos para DPP
(total), sintomaticos e assintomaticos, bem como 30 soros de controle (animais saudaveis).

Tabela 3. Comparacao dos ELISAs Q5 (8M), Q5 (2M) e EIE-LVC, mostrando o niumero de amostras
positivas e negativas derivadas de cada teste.

Q5 (8M) Positivo Q5 (8M) Negativo Q5 (8M) Positivo Q5 (8M) Negativo

Q5 (2M) Positivo Q5 (2M) Positivo Q5 (2M) Negativo Q5 (2M) Negativo
EIE-LVC positivo 4 7 4 21
EIE-LVC negativo 19 13 13 88
Total 23 20 17 109
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Q5 (8M) e Q5 (2M) — Os testes ELISA foram realizados com a proteina recombinante Q5 purificada
utilizando ureia 8 molar e 2 molar, respectivamente.

3.5 Avaliacdo da Proteina Recombinante Lcil3.

Como o numero de resultados negativos para 0s soros positivos no DPP
permanecer substancial mesmo apés o segundo ELISA Q5, também consideramos
avaliar uma selecdo de soros negativos com outro ensaio ELISA. Para este segundo
ensaio, escolhemos a proteina recombinante Lcil3, anteriormente demonstrada com
excelente desempenho para diagnoéstico de LVC [16]. Lcil3 é baseado em um
fragmento da proteina de choque térmico mitocondrial HSP70 de L. infantum [15] e
nao compartilha elementos em comum com os antigenos recombinantes que séo a
base para os ensaios DPP e Q5 ELISA. Avaliamos entdo um total de 119 soros
positivos para DPP usando o ELISA Lcil3, com 85 deles apresentando resultados
negativos anteriores tanto para os ensaios Q5 ELISA quanto para o EIE-LVC (os
resultados estdo resumidos na Figura 4 e na Tabela S1). Foram observados
resultados negativos para 101 dos soros testados. Dos 18 soros positivos restantes,
nove também foram positivos com o0 novo ELISA Q5 e seis com ambos 0s conjuntos
de testes baseados em Q5. Ao todo, 76 soros positivos para DPP produziram
resultados negativos para todos os testes aqui avaliados. A maioria destes (73) eram
de caes assintomaticos ou de animais sem informacdes sobre seus sintomas
clinicos, mas constituiram ~18% de todos 0s soros positivos para DPP utilizados
nesta investigacdo. Um uUnico soro de um animal de controle saudavel, da area
endémica, também foi considerado positivo em todos os trés ensaios ELISA testados

aqui.
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Figura 4. Avaliacdo da proteina recombinante Lcil3 para diagnéstico de LVC. (A) Gel SDS-PAGE
mostrando o Lcil3 recombinante purificado utilizado para os ensaios ELISA. (B) Resultados de ELISA
com os 119 soros DPP positivos (Total), sintométicos e assintométicos selecionados, bem como os
30 soros de controle (controles saudaveis).

4. Discussao

O imunoensaio cromatografico rapido de dupla via (DPP) é baseado no
antigeno rk28, que é uma proteina de antigeno quimérico recombinante derivada da
fusdo de fragmentos dos antigenos K39 e haspbl de L. donovani com toda a
sequéncia haspb2 [10]. O DPP foi descrito como eficaz para o diagnéstico de LVC e
atualmente é recomendado pelo Ministério da Saude do Brasil para ser utilizado
como primeiro ensaio para identificacdo de LVC, sendo o ELISA EIE-LVC utilizado
para fins confirmatorios. Optamos aqui por seguir as atuais diretrizes brasileiras e,
assim, utilizamos os critérios de positividade do DPP para a selecdo dos soros a
serem utilizados neste estudo. O DPP, no entanto, foi recentemente utilizado para
investigar a incidéncia de LVC através de inquéritos sorolégicos, nos quais foi

encontrada uma eficiéncia abaixo do ideal com animais assintomaticos [20-22].
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Outras limitacdes do DPP em relacdo a deteccdo de LVC em cédes assintomaticos
foram associadas a uma incidéncia maior do que o esperado de resultados falso-
negativos [7] ou resultados falso-negativos e falso-positivos [12]. Nossos resultados
revelaram ainda uma incidéncia possivelmente relevante de resultados falso-
positivos associados a este teste, especialmente considerando o cenario de grande
escala, um achado que deve ser considerado em avaliacdes futuras para a
realizacdo de diferentes testes diagnosticos.

Tanto rK28 quanto Q5 sdo proteinas quiméricas derivadas da fusdo de
fragmentos de trés antigenos de Leishmania, sendo os antigenos rK39 e Lci2,
encontrados, respectivamente, dentro de rkK28 e Q5, sendo ambos derivados do
mesmo antigeno nativo de Leishmania, uma cinesina do tipo N-cinesina [9,23].
Desempenhos semelhantes para rK28 e Q5 poderiam ser esperados considerando
suas caracteristicas comuns, mas este nao foi o caso aqui, com um grande namero
de soros positivos para DPP de animais assintomaticos e aqueles sem
sintomatologia conhecida tendo resultados negativos com o Q5 ELISA. Uma
associacdo entre sinais clinicos e positividade pode ser devida a soroconversao,
principalmente porque cdes sintomaticos apresentam niveis mais elevados de anti-
Leishmania spp. anticorpos [8].

Os testes soroldgicos podem, portanto, ser menos eficientes na deteccdo de
infeccbes por LV em caes assintomaticos [24,25]. De facto, foi demonstrado que
alguns antigenos recombinantes podem ter uma eficacia melhor do que outros na
confirmacédo do diagnodstico de LVC em soros de cdes assintomaticos [22], e esta
possibilidade também foi levantada por nos para explicar estas diferencas nos casos
em que Q5 era ineficiente para diagndéstico dos animais assintomaticos. No entanto,

os resultados do teste EIE-LVC estiveram em grande parte de acordo com o0s
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observados para o ELISA Q5. O teste EIE-LVC é baseado em uma mistura
complexa de multiplos antigenos [11], 0 que seria mais consistente com um maior
grau de positividade do que qualquer teste feito com proteinas recombinantes
individuais. Estes resultados sdo apoiados por um relatorio anterior, com um ndmero
reduzido de soros avaliados, onde o numero de soros positivos para DPP também
foi substancialmente maior do que aqueles observados com outros ensaios usando
misturas antigénicas complexas, EIE-LVC e IFAT [13].

Um terceiro ensaio ELISA testado aqui, utilizando o Lcil3 recombinante,
produziu resultados de acordo tanto com o ELISA Q5 quanto com o EIE-LVC. Lcil3
nao compartilha elementos em comum com DPP ou Q5 e, em avaliacdo anterior, foi
considerado um excelente antigeno para diagnostico de LVC usando o ensaio
ELISA [16]. Nesta fase, ndo € possivel descartar a possibilidade de as diferencas de
desempenho observadas também poderem ser impactadas pelos diferentes
métodos utilizados, nomeadamente teste rapido ou ELISA. No entanto, o nimero
significativo de soros positivos para DPP que aqui foram encontrados com
resultados negativos com o teste EIE-LVC, bem como com os ensaios ELISA Q5 e
Lcil3, levanta preocupacdes quanto ao uso de DPP para o diagnéstico de animais
assintomaticos, sugerindo um numero substancial de resultados falso-positivos.
Esses resultados sdo consistentes com uma analise comparativa anterior na qual
varios resultados positivos para DPP foram observados em amostras onde um
ensaio de PCR Real-Time n&o encontrou evidéncias de DNA de Leishmania [12].

Neste estudo, utilizamos amostras de soro armazenadas na vigilancia
epidemioldgica de rotina da LVC, o que pode ser visto como uma limitacéo potencial,
pois ndo podemos inferir nada sobre os resultados clinicos dos céaes. Aléem disso,

como nao exploramos a presenca de outras infeccdes oportunistas nos caes
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avaliados, isso poderia atuar como um fator de confusdo na LVC diagnosticada pelo
soro. Estudos de coorte adicionais poderiam esclarecer a influéncia potencial de
outras coinfeccdes oportunistas e latentes.

O estudo piloto em que a quimera Q5 recombinante foi descrita pela primeira
vez, avaliou um total de 39 soros positivos para LVC, com diagnostico confirmado
por PCR e/ou cultura, utilizando como controle soros de animais jovens saudaveis
de uma area ndo endémica. Os ensaios ELISA desses soros apresentaram valores
de 100% de sensibilidade e especificidade com Q5, indicando um desempenho
muito bom para o diagnostico de LVC [17]. Esses resultados marcadamente
diferentes daqueles observados no presente estudo quando todo o conjunto de

soros positivos para DPP é considerado.

5. Conclusdes

As discrepancias aqui observadas com os resultados de ELISA para 0s soros
de animais assintomaticos e sem sintomas clinicos conhecidos ndo permitem a
inclusdo destes grupos para uma avaliacdo adequada do desempenho do Q5, pelas
razdes discutidas acima. Quando considerados apenas 0s soros de animais
sintomaticos, os resultados do estudo piloto anterior sdo confirmados pelos dados do
presente estudo, reforcando o excelente potencial para utilizacdo da proteina Q5, ou
versdes melhoradas, para o diagndstico de LVC, seja em ensaios ELISA ou como
parte de testes rapidos. Tais testes podem ser incluidos como parte de estratégias
de controle adequadas com o objetivo de aumentar o diagnéstico precoce de LVC

em céaes e reduzir a propagacao da doenca, incluindo tratamento adequado para
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animais infectados, uso de coleiras repelentes e medidas de controle de vetores

para reduzir transmissao.

Materiais Suplementares: As seguintes informacdes de apoio podem ser baixadas
em: www.mdpi.com/xxx/s1.

Tabela S1: Resultados dos ensaios imunoenzimaticos (ELISA) utilizando proteinas
Q5 (ureia 8M e 2M) e Lcil3 (ureia 8M e 2M) realizados nas 74 amostras de soro,
comparados com os resultados de DPP e EIE-LVC. *OD—densidade 6ptica NI—
Sem informacédo. Tabela S2: Desempenho do teste imunocromatografico rapido Q5
(ureia 8M e 2M) e Lcil3 (ureia 8M e 2M) em amostras de grupos de animais controle
saudaveis para determinar os valores de corte. DO — densidade 6ptica.
Contribuicbes dos autores: L.F.d.A.P.,, AdS. e HR.F.d.S. realizou os
experimentos. Além disso, L.F.d.A.P. e A.d.S. escreveu o manuscrito. MP-C.,
VMFdL, MROdCB. e M.B.A.S. manejou 0os cdes para obter os soros utilizados.
O.P.d.M.N., W.J.T.d.S. e Z.M.M. participou da concepcédo dos experimentos e da
discussdo dos resultados, e coordenou todo o estudo, bem como e revisou 0
manuscrito. Todos os autores leram e concordaram com a versao publicada do
manuscrito.

Financiamento: Este estudo contou com o apoio das agéncias brasileiras de
fomento CAPES, CNPq e FACEPE para bolsas de estudo para os alunos
envolvidos.
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5 ARTIGO 2

Desempenho aprimorado no teste de ELISA de uma nova proteina quimérica
recombinante (Q8) baseada em epitopos imunogénicos de proteinas da
Leishmania infantum com potencial para o sorodiagndstico da leishmaniose

visceral canina e humana

Manuscrito em preparacao nas paginas seguintes (Revista PLOS ONE)

A doutoranda € primeira autora desse artigo, sendo responsavel pela escrita e
pelo desenho do gene quimérico, producdo, expressao e purificacdo da proteina
recombinante e sua variante, execuc¢do dos ensaios de ELISA e andlise dos dados
estatisticos. Uma nova proteina recombinante quimérica (Q8) foi desenvolvida,
baseada na precedente (Q5), mas com modificacdes em sua sequéncia e adicdo de
fragmentos de duas novas proteinas antigénicas, Lci5 e Lcil3, identificadas como
eficientes no diagndstico da LV canina. Ensaios de ELISA foram realizados para
investigar seu potencial no diagnostico da LV canina e humana. Foram avaliadas
amostras de caes (n=108), entre caes sintomaticos (n=44) e assintomaticos (n=64),
e humanos (n=75), infectados com L. infantum. Como controles, foram utilizadas
amostras de soros caninos (n=30) e de humanos saudaveis (n=41). Para avaliacéo
da reatividade cruzada, foram analisados soros de cées infectados com

anaplasmose e ehrliquiose, além de soros humanos acometidos por leishmaniose
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tegumentar, Zika, Dengue e Doenca de Chagas. Estes ensaios foram realizados
utilizando-se como segundo anticorpo, na revelacdo, anti-lgG humano ou de céo,
conforme o caso, conjugados a peroxidase. Os parametros de sensibilidade,
especificidade e precisdo ideais foram estabelecidos usando analises de Curva
ROC. Em sintese, os dados obtidos com a Q8 mostraram potencial desse novo
antigeno no diagndstico da LV canina e humana, com valores de sensibilidade ainda
melhores do que a sua precedente (Q5), e uma especificidade de 100%. A Q8
identificou (100%) dos cades sintomaticos testados, (93,75%) dos assintomaticos e
(97,3%) de humanos com LV. A reatividade cruzada foi observada na Q8 apenas por
cées infectados por Ehrlichia canis (n=4). Ao final, foi observado um reconhecimento
satisfatorio na identificacdo de soros assintomaticos (92,8%) e de humanos (100%)

com LV por meio de um Unico teste de ELISA realizado utilizando proteina A.
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Resumo

O sorodiagnéstico da leishmaniose visceral (LV) apresenta falhas na precisdo devido
as variacdes na sensibilidade e/ou especificidade dos testes. Nesse contexto,
antigenos mais refinados devem ser identificados e usados para o aprimoramento do
diagnoéstico precoce da doenca. Aqui, descrevemos uma nova proteina quimérica
recombinante (Q8) eficaz para ser usada no sorodiagnostico da LV canina e
humana. O gene sintético da Q8, é derivado daquele codificante de uma outra
proteina quimérica previamente descrita (Q5), mas com modificacbes nas
sequéncias dos fragmentos antigénicos e adicdo de fragmentos de dois novos
antigenos sabidamente eficientes no diagnéstico da LV canina. A proteina Q5,
mostrou potencial para diagnosticar cdes e humanos infectados com L. infantum.
Porém, quando avaliada com um numero maior de soros de caes com LV, foi
constatada a necessidade de melhorias adicionais em sua sequéncia. O potencial
diagnéstico da Q8 foi entdo avaliado com soros de cées e individuos portadores de
LV de forma comparativa com a Q8SX2, uma variante truncada ondes os fragmentos
da Lci5 e Lcil3 removidos, e com a Q5. A Q8 apresentou niveis superiores a Q8SX2
e Q5 de sensibilidade para diagnosticar a LV canina e humana, com capacidade de
identificar cdes sintomaticos e assintomaticos, sem resultados falsos positivos e
reatividade cruzada com leishmaniose tegumentar. Também, foi observado
resultados satisfatorios da Q8 no ELISA usando proteina A tanto para humanos
como caninos. Desta maneira, esse novo antigeno mostrou ser potencialmente
capaz em diagnosticar cdes e humanos afetados com LV, e uma possivel alternativa

aos ensaios atualmente recomendados no Brasil.
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Introducao

O protozoario parasita Leishmania infantum € o principal agente etiologico da
Leishmaniose visceral (LV) no Brasil, uma zoonose infecciosa, de evolucéo crénica e
negligenciada [1]. No ciclo epidemiologico da LV, os cées (Canis familiaris) sdo os
reservatorios domésticos mais importantes da L. infantum, e sabe-se que sua
infeccdo precede os casos humanos. Assim, os cdes podem ser considerados
marcadores de sinalizacdo da LV, e a detecc¢do rapida e precisa de cédes infectados
assintomaticos, pode ser a chave para o potencial sucesso do controle da LVC, uma

vez que, esses caes constituem a maior parte da populacao infectada [2-3].

O diagndstico precoce da LV permite estabelecer medidas de controle eficientes,
e consequentemente um tratamento mais rapido e eficaz [4]. Um grande numero de
trabalhos tem sido entdo direcionado para o desenvolvimento de novos testes
diagnésticos. As técnicas sorologicas que detectam anticorpos anti- Leishmania,
como exemplos o ELISA e o teste rapido imunocromatografico, oferecem véarias
vantagens, incluindo baixo custo e rapidez nos resultados, bem como parametros
adequados de sensibilidade e especificidade quando antigenos apropriados sé&o
empregados [5,6]. Diferentes proteinas recombinantes da Leismanhia spp., tém sido
avaliadas como antigenos promissores para melhorar o desempenho do
imunodiagnaostico. Entretanto, a produgdo de um sistema diagnéstico com duas, trés
ou mais proteinas recombinantes aumentaria os custos e dificultaria a padronizacao.
Uma alternativa € o uso de polipeptideos quiméricos baseados em antigenos

previamente caracterizados [7,8].
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No Brasil, o Ministério da Saude no Brasil, recomenda para o diagnostico
sorologico da LVC, a Plataforma de duplo percurso (DPP; Bio-Manguinhos, Fiocruz,
Rio de Janeiro, Brasil), como teste de triagem, que utiliza a proteina quimérica
rk26/rK39 como antigeno, combinado com o teste ELISA Leishmaniose Canina
(EIE-LVC; Bio-Manguinhos, Fiocruz, Rio de Janeiro, Brasil) para confirmacéo.
Entretanto, a precisdo destes testes tem sido prejudicada por fatores que afetam sua
sensibilidade e/ou especificidade, principalmente relacionados aos antigenos
empregados [9,10]. Para o diagndstico da LVH, o Sistema Unico de Saude tem
disponibilizado o teste de imunofluorescéncia (IFI), utilizando antigeno bruto de L.
infantum, e os RDT rK39, produzidos por Bio-Manguinhos/ Fiocruz, ao mesmo tempo
que, varios outros testes comerciais baseados em ensaios de ELISA e
imunofluorescéncia sédo registrados na ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria — responsavel por que regulamentar a comercializacdo de testes
diagndsticos no Brasil), e sdo amplamente utilizados, principalmente no setor privado

de saude [11].

Em etapas preliminares a esse estudo, diferentes proteinas recombinantes,
derivadas de 13 antigenos distintos (Lcil a Lcil3) foram assim identificadas, com
resultados promissores quando utilizadas em um ensaio imunoenzimatico (ELISA)
com soros humanos e de cédes com LV, sendo que os melhores antigenos para o
diagnéstico da LV humana diferiam daqueles para a LV canina [12-16]. Com a
avaliacdo de que misturas de antigenos recombinantes eram mais eficientes para o
diagnoéstico da LV humana e canina do que antigenos individuais, foi desenvolvida
uma proteina quimérica recombinante (Q5), construida reunindo trés dos potenciais

antigenos recombinantes previamente descritos e que mostraram sensibilidade e
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especificidade eficientes para o diagnéstico da LV humana (Lci2) ou canina (Lci3 e
Lcil2) [13,14]. Esta proteina foi avaliada no diagnostico sorolégico por ELISA e
mostrou um desempenho bastante satisfatorio no diagnostico tanto da LV humana
como da canina [17]. Ainda assim, aumentando o numero de soros caninos com
suspeita de LV, os dados obtidos para a Q5 ressaltaram a necessidade de melhorias

adicionais em sua sequéncia [43].

O presente trabalho descreve a geracdo e avaliacdo de uma nova proteina
guimérica recombinante (Q8), baseada na Q5 [17]. A proteina Q8 apresenta
modificacdes nas sequéncias dos fragmentos antigénicos e inclui ainda segmentos
de dois outros antigenos (Lci5, Lcil3) que mostraram alta sensibilidade e
especificidade para o sorodiagnoéstico da LV em caes [14,16]. Os valores de
sensibilidade e especificidade usando a Q8 foram investigados em amostras de
soros caninos e humanos pelo método soroldgico ELISA indireto. Os resultados
mostraram que a Q8 apresentou resultados ainda melhores do que a Q5 para o
diagnéstico da LV canina e humana, revelando um reconhecimento satisfatorio na
identificacdo de cdes sintomaticos e assintomaticos e individuos com LV por meio de

um Unico teste ELISA realizado utilizando-se a proteina A.

Métodos

Desenho do gene quimérico através de predicdo de epitopos

Para a predicdo de epitopos nas sequéncias das proteinas Lci5 e Lcil3 foi
utilizado o servidor ABCpred, que prevé regides lineares de epitopos de células B
[18]. Os servidores, NetMHCII 2.3 e NetMHCII pan, foram utilizados para prever a

ligacdo de peptideos a moléculas MHC de classe Il de humanos [19], uma vez que
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nao ha preditores para caes descritos na literatura e foi observada uma similaridade
na estrutura genémica do MHC 1l de humanos e de caes, com trés sub-regides

conservadas: DP, DQ e DR [20].

A sequéncia do gene desenhado foi otimizada para expressdo em Escherichia
coli através do programa Gendesigner e enviado para sintese comercial na Thermo-
GENEART. O gene foi adquirido clonado nos sitios Xbal/Hindlll do vetor pRSETA
(Thermo Fisher Scientific, US) e no vetor de clonagem pMK-RQ (Thermo Fisher
Scientific, US). Os sitios de restricdo Xba | e Hind Il foram adicionados as
extremidades 5' e 3', respectivamente, do gene sintético, como estratégia para
subclonagem em diferentes vetores de expressao e de clonagem. Também, este
gene possui sitios para enzimas de restricdo Sal I/Xho | entre as sequéncias
inseridas, favorecendo novas construcdes. Para a purificacdo por afinidade da
proteina recombinante, uma sequéncia codificando seis histidinas (6x-His) foi

adicionada a montante do codon de parada do gene sintético.

Expressao das proteinas recombinantes em Escherichia coli

Para expressdo da proteina, o plasmideo pRSETA com 0 gene quimérico
sintetizado foi transformado em E. coli BL21 DE3 e E. coli Rosetta™ 2 DE3
(Novagen), seguida de selecédo com ampicilina (100 ug/ml) e cloranfenicol (25 pg/ml)
a 37°C em meio Luria-Bertani (LB) e inducdo a 30°C e/ou 18°C (OD 800 ~ 0,8)
durante trés horas com 0,5 mM de isopropil-B-D-tiogalactopiranosideo (IPTG). A
verificacdo da inducdo das proteinas foi monitorada por gel SDS-PAGE corado com
azul de Coomassie e as proteinas visualizadas através do Sistema de imagem

Ibrigth da Invitrogem ThermoFisher.
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Para a avaliacdo da solubilidade da proteina recombinante em Ureia, sedimentos
bacterianos coletados apos a inducdo com IPTG, e mantidos no freezer -20 °C,
foram descongelados em gelo e ressuspensos em quatro aliquotas de tampéao A (50
mM Tris-HCI pH 8,0, 300 mM NaCl, 20 mM imidazol, 10 mM 2-Mercaptoetanol), com
trés destas aliguotas contendo concentracdes crescentes de ureia (2M; 4M; 8M) e
uma outra fracdo de tampdo A sem ureia. As aliquotas foram submetidas a dez
ciclos de congelamento no nitrogénio e descongelamento no banho-maria a 37°C.
Posteriormente, as amostras foram centrifugadas por 10 minutos a 10.000 rpm e
tiveram suas fracfes separadas. Apos a separacdo das fragdes proteicas contidas
no sedimento celular e sobrenadante, realizou-se uma anélise em eletroforese gel
SDS-PAGE para a avaliacdo da solubilidade da proteina recombinante. Uma vez
que a proteina foi considerada soluvel em todas as concentragcfes de ureia, optou-se
por usar o tampao A com a menor concentracdo de ureia (2M), para torna-la soltvel

e viavel para as etapas seguintes de purificacao.

Purificacédo por cromatografia de afinidade

A purificag@o das proteinas recombinantes foi realizada através de cromatografia
de afinidade, utilizando a coluna HisTrap HP de 5 mL (GE Healthcare), no sistema
AKTApure (GE Healthcare). Culturas bacterianas foram ressuspensas em 20 ml de
tampéao A (50 mM Tris-HCI pH 8,0, 300 mM NacCl, 20 mM imidazol, 2 M ureia, 10 mM
2-Mercaptoetanol) e lisadas por ultrasonicacdo com seis pulsos de 30 segundos a
4°C. A fracéo soluvel foi isolada por centrifugacéo a 20.000 g por 30 minutos a 4°C e
carregada na coluna His-Trap HP de 5 mL (GE Healthcare Life Sciences) equilibrada

com tampao A. As proteinas foram eluidas em duas etapas: com um gradiente linear
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de 10 volumes de coluna (CV) de 0% a 10% de tampao B (tampéo A + 500 mM de
imidazol) seguido por um gradiente linear de 20 CV de 10% a 100% de tampéo B. A
verificacdo da proteina nas fracdes eluidas foi monitorada por gel SDS-PAGE corado
com azul de Coomassie e visualizadas através do Sistema de imagem lbrigth da

Invitrogem Thermo Fisher.

Amostras de soros humanos

Amostras de soros de individuos com LV (n=75) foram obtidas do Mato Grosso
do Sul-MS (n=75), Centro-Oeste, Brasil; e do Piaui-Pl, Nordeste, Brasil,
consideradas areas endémicas para LV. As amostras foram previamente triadas pela
técnica parasitolégica e confirmadas pelo ELISA baseado no lisado total de L. major.
Também foram utilizadas amostras de soro de individuos néo infectados (n=41)
residentes de areas endémicas de Pernambuco, Nordeste, Brasil. Soros de
individuos com Leishmaniose Tegumentar (LT) (n=8), doenca de Chagas (n=2),

Dengue (n=7) e Zika (n=2) foram utilizados para avaliar a reatividade cruzada.

Amostras de soros caninos

O painel de soros caninos utilizados foi fornecido pela vigilancia epidemiolégica
da LVC no sistema publico de saude, Ministério da Saude (responsavel pela
realizacdo de testes confirmatorios de LV) do Estado de Pernambuco, Nordeste,
Brasil. As informacdes sobre as condi¢cdes epidemioldgicas e clinicas relatadas

foram coletadas no momento do registro dos cées positivos para LV.

Um total de 108 amostras de cédes infectados positivos para LV foram obtidas
para avaliacdo no ELISA. As amostras foram primeiramente triadas pelo teste rapido

imunocromatografico TR-DPP Bio-Manguinhos e os resultados foram confirmados
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pelo EIE-Bio-Manguinhos (FIOCRUZ, Kit ELISA) conforme recomendacdo do
Ministério da Saude do Brasil. As amostras foram agrupadas das seguintes formas:
caes sintomaticos (n=44), e assintomaticos (n=64). Soros de caes saudaveis (n=30)
foram utilizados como controles, sendo todos soros caninos de area endémica do
Estado de Pernambuco. Amostras de soros de caes infectados por Ehrlichia canis
(n=5) e Anaplasma spp. (n=5), foram usados para avaliar a possibilidade de

reatividade cruzada.

Ensaio imunoenzimatico indireto (ELISA)

Para avaliagcdo antigénica das proteinas quiméricas Q8, Q8SX2 e Q5, foi
realizado ELISA indireto, utilizando soros caninos e humanos. Antes da execucao do
teste, foi feito a padronizacdo das concentracdes de antigeno, soro e conjugado.
Foram testadas quatro concentrac6es do antigeno (100ng, 200ng, 400ng e 600ngQ);
e quatro faixas de diluicdo do soro (1:600, 1:900, 1:1.200, 1:1.800). Por fim, a
concentracdo de 100 ng e a diluicdo do soro de 1:900 foram escolhidas para cada

antigeno e aplicadas para avaliagdo das amostras.

Uma mistura de soros de caes positivos para LV, com diagndstico prévio no DPP
e EIE-LVC, foi utilizado como controle positivo. O controle negativo foi definido com
uma mistura de soros de cdes saudaveis, sem sinais clinicos da doenca, com

diagndsticos soroldgico e parasitolégico negativos para LV.

A quantificacdo das amostras sorolégicas do estudo no ELISA foi realizada em
microplacas de poliestireno com 96 pocos (BIOFIL®) revestidas com (100uL/poco)
do antigeno (0,1ug/ml), diluido em tampao carbonato-bicarbonato 0,05 M pH 9,6. A

placa foi sensibilizada & 4°C por 16horas. No dia posterior, as placas foram lavadas
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pela Lavadora de Microplacas PW40 da BIO-RAD, por duas vezes (500uL/poco)
com solucdo salina tamponada com fosfato (PBS) pH 7,2. As placas foram
bloqueadas com 100uL/poco de PBS, contendo 10% de leite desnatado (Molico,
Nestlé) (PBS-L 10%) por lhora a temperatura ambiente. Em seguida, as placas
foram lavadas, por duas vezes com solucdo PBS contendo 0,05% de Tween 20
(monolaurato de polioxietileno-sorbitano, Sigma-Aldrich, St. USA) (PBS-T). As
amostras de soros selecionadas foram diluidas 1:900 em PBS-T contendo 10% de
leite desnatado (Molico, Nestlé) (PBS-TL 10%), e aplicadas em triplicatas
(100uL/poco) por 1 hora a temperatura ambiente. Apos duas lavagens com PBS-T,
os pocos foram incubados com 100uL anti-lgG canino conjugado com peroxidase
(Sigma Aldrich, USA), para os ensaios com soros caninos; 100uL anti-lgG humano
conjugado com peroxidase (Invitrogen Thermo Fisher, BR), para 0s ensaios com
soros humanos; e com proteina A, os pocos foram incubados com 100uL do
conjugado (Sigma Aldrich, USA). Todos os conjugados foram aplicados na
proporcao de 1:10.000 com uso de solucdo PBS-TL 10%, por 1 hora a temperatura
ambiente. Em seguida, as placas foram lavadas, por duas vezes com solu¢cdo PBS
contendo 0,05% de Tween 20. Ao final, a atividade enzimética foi revelada com
150uL peroxido de hidrogénio 0,01% e orto-fenilenodiamina (OPD, da Sigma-
Aldrich) em tampéo fosfato-citrato pH 5,0, durante 30 minutos e a reacgao
interrompida com 100ul de Acido Sulfarico (H2SO4) 2,5M. As absorbancias foram
lidas com o filtro de 492nm em um Benchmark Plus Microplate Manager 5.2 (BIO-
RAD). Para cada amostra de soro/proteina, 0s ensaios foram realizados em triplicata
com o resultado proveniente da média das trés amostras subtraindo os valores dos

pocos em branco (apenas com PBS-TL).
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Analises estatisticas

Os dados foram inseridos em planilhas no Microsoft office Profissional Plus
Excel (2021) e analisados no GraphPad Prism™ (versdo 6.0 para Windows) e no
OpenEpi, Versdo 3, calculadora de codigo aberto. Curvas caracteristicas de
operacdo do receptor (ROC) foram construidas para determinar os limites de
reatividade (cut-off) e para estimar a sensibilidade (Se), especificidade (Sp) e
intervalos de confianca (95% IC) de cada ensaio. O cut-off foi usado para discriminar
entre os numeros de amostras verdadeiro positivas (VP) e verdadeiro negativas
(VN). As curvas de soros caninos foram tracadas com os valores de cdes com LV
(n=108), compreendendo animais sintomaticos (n=44) e assintomaticos (n=64)
versus o grupo controle de cédes saudaveis (n=30). Todos esses soros caninos sdo
de Pernambuco, area endémica para LVC. Por outro lado, as curvas para 0s soros
humanos foram estabelecidas com os valores dos soros LVH (n=75), que inclui
soros do Mato Grosso do Sul (n=34) e Piaui (n=41) versus 0 grupo controle
composto por individuos saudaveis (n=41). Outros parametros importantes para o
desempenho de um teste diagnostico, como o valor preditivo (positivo e negativo) e
a acuracia também foram avaliados.

As curvas dos ensaios usando o conjugado a base de proteina A, foram
tracadas com os valores de cdes assintomaticos com LV (n=14), versus o grupo
controle de cdes saudaveis (n=14). E as curvas para 0s soros humanos foram
estabelecidas com soros de individuos com LV (n=8), versus o grupo controle de
individuos saudéaveis (n=9). O gréfico de correlacdo foi gerado e analisado no
GraphPad Prism™ (versdo 6.0 para Windows). Foi considerado o coeficiente de

correlacdo de Pearson, avaliando se as variaveis estavam diretamente relacionadas.
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A concordéancia dos resultados das técnicas (DPP e EIE-LVC) para céaes, e
(Parasitologico e ELISA baseado em extrato bruto de Leishmania) para humanos,

com os antigenos deste estudo, foi avaliado por meio do indice Kappa.

Consideracfes éticas

Para o ELISA com as amostras de caes, a pesquisa teve inicio apds avaliagédo e
aprovacdo pelo Comité de Etica no Uso de Animais - CEUA/UPE sob registro n°
03/2020.

As amostras de soros humanos com LV do Piaui, tiveram seu uso aprovado pelo
Comité de Etica da Universidade Federal do Piaui (0116/2005). E os soros de
individuos do Mato Grosso do Sul foram incluidos em um estudo aprovado pelo
Comité de Etica do Ministério da Satde do Brasil (25000.119007/2002-03). O uso de
soros infectados com outros patdégenos, mais os controles de individuos saudaveis
foram aprovados pelo Comité de Etica do IAM/FIOCRUZ, registrado no CAEE

11083812.7.0000.5190.

Resultados

Reavaliacdo das regides antigénicas originalmente presentes na
proteina quimeérica Q5

A estratégia de desenho do novo gene quimérico teve como base aquele
codificando a proteina Q5 ja descrita [17]. A Q5 consistiu de quatro fragmentos
repetitivos de oito aminocidos do antigeno Lcil2; cinco repeticbes de 39
aminoacidos do antigeno Lci2; dez repeticfes de 14 aminoacidos do Lci3; da regido

C-terminal da Lci3 de 235 aminoacidos; e de uma cauda de seis histidinas na
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extremidade C-terminal. Em um primeiro momento, resolvemos reavaliar 0s
fragmentos antigénicos incluidos e verificar a possibilidade de incluir e/ou eliminar
fragmentos selecionados de forma a reduzir o tamanho da proteina e/ou aumentar
ainda mais sua antigenicidade. Optou-se por ndo modificar os motivos das Lci2 e
Lcil2, porém, em relacdo as dez repeticbes da Lci3 que compreendiam varios
motivos iguais, foram decididas manter apenas quatro repeticdes, aquelas com
maior divergéncia de sequéncia. A figura 1 representa esquematicamente a posicao
dos fragmentos antigénicos dos trés antigenos originais mantidos na nova proteina

quimérica a ser produzida.

Xbal Hindlll
MNeolMeol Sall Xhol
MR-II-IL*HHHHRRJHHH cT Qs
ci12  Leci2 Lci 3
pSS-glll T7-tag Bx-HIS

Fig. 1 Avaliacdo dos dominios antigénicos e representacdo esquematica do gene
guimérico Q5. Representagdo esquematica da construcdo da Q5 projetada com as
repeticbes da Lci2, Lcil2 e repeticdes extras da Lci3 flanqueada pelos sitios de restricdo Sal
I/Xho I.

Identificagc&o de fragmentos da Lci5 e Lcil3 para incluséo na nova
proteina quimeérica

Tendo em vista o 6timo desempenho individual dos antigenos Lci5 e Lcil3 para
o diagnastico da LV canina, conforme previamente descrito [14-16], decidiu-se incluir
fragmentos da Lic5 e Lcil3 na nova proteina quimérica. Entretanto, ambos os

antigenos séo derivados de proteinas longas e mais complexas e por isso foram

selecionados fragmentos menores ao longo de sua sequéncia, mas que poderiam
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ser potencialmente mais relevantes do ponto de vista antigénico. A partir da Lci5
foram identificados 89 peptideos de interesse através do programa NetMHCII 2.3; 72
epitopos pelo NetMHC pan e 07 epitopos pelo ABCpred. Para a Lcil3, foram
identificados 55 epitopos pelo NetMHCII 2.3; 92 epitopos pelo NetMHC pan e 16
epitopos pelo ABCpred. Todos estes epitopos foram considerados fortes por
possuirem afinidade prevista com um conjunto de 200.000 epitopos naturais
aleatérios do mesmo comprimento. Uma analise posterior foi realizada, selecionando
apenas o0s epitopos que foram similares nos trés algoritmos computacionais
utilizados, restando apenas dois epitopos para Lci5 e cinco epitopos para Lcil3. Ao
final, utilizamos o PyMOL que é um sistema de visualizacdo de molécula para
modelagem da proteina Lcil3 e localizacdo dos cinco epitopos preditos em sua
estrutura. Foram excluidos dois epitopos garantindo um tamanho consideravel do
novo gene sintético. A figura 2 ilustra as etapas realizadas para predicdo dos

epitopos.
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Fig. 2 Fluxograma mostrando as etapas realizadas para predicdo dos epitopos com as
proteinas Lci5 e Lcil3. Legenda: MHC II- Complexo principal de histocompatibilidade
classe Il

Com base nos epitopos selecionados foram definidos entdo dois peptideos para
a Lci5, o primeiro de 29 aminoacidos, e um segundo de 21 aminoéacidos,
correspondentes aos dois epitopos identificados para esta proteina. Ja da Lcil3,
dois peptideos foram definidos, o primeiro de 34 aminoacidos, e correspondente a
dois dos epitopos selecionados para esta proteina, e um segundo, de 24
aminoacidos, correspondente ao terceiro epitopo. Sequéncias codificantes destes
quatros fragmentos foram entdo desenhadas para inclusdo no novo gene quimérico,
sendo que para aumentar a flexibilidade dos peptideos resultantes, sequéncias
codificadoras de ligantes flexiveis (Gly-Pro-Gly-Pro-Gly) [21] foram usadas como

espacador entre as sequéncias dos fragmentos das Lci5 e Lcil3.

Desenho e sintese do novo gene quimérico e proteina
recombinante

A fim de gerar uma nova proteina quimérica recombinante Q8 eficaz para o
diagnéstico da LV canina e humana, os fragmentos dos cinco genes selecionados
(Lci2, Lci3, Lci5, Lcil2 e Lcil3) tiveram seus codons otimizados para expressao em
E. coli. Para potencializar a expresséao, foram incluidas sequéncias adicionais em
sua extremidade 5’ e que, incluem um sitio de ligacdo ao ribossomo, e o elemento
Shine-Dalgarno (pRBS), para estimular a traducdo do mRNA; um dominio lider N-
terminal da proteina Il do pSS-glll, um fago filamentoso, geralmente usado para a

expressdo eficiente de fragmentos de proteinas em bibliotecas de expressao de
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exibicdo de fagos [22]; e antecedendo o fragmento da Lcil2, os primeiros onze

residuos da nova proteina sao do bacteridfago T7 (o epitopo T7 tag) [23].

Ao final do gene quimérico, uma sequéncia codificando para seis histidinas (6x-
His) foi incluida na extremidade 3’ antes do cédon de terminacdo da traducéo, para
permitir a purificacdo da nova proteina, independente do vetor de expressdo
utilizado. Sitios de enzimas de restricdo foram adicionados e localizados em
posicdes estratégicas ao longo da sequéncia, permitindo modificacbes nesse gene
(Fig. 3A). A partir destes sitios foi entdo produzido uma variante codificando para
uma versao truncada da proteina Q8, denominada de (Q8 SX2), gerada a partir da
digestdo com as enzimas de restricdo Sal I/ Xho | e religacdo com a enzima T4 DNA
ligase (Fig. 3B). Esta nova proteina consiste basicamente dos mesmos fragmentos
antigénicos presentes na proteina Q5 original na configuracdo modificada conforme

ilustrada na figura 1.

A)
Xbal Hindlil
NcolNcol Sall Sall Xhol
R SILIS RRR  cT Qs
Lci12 Lai5 Lei13 Lci 2 Lci 3
pSS—gIII T7-t89 6x-HIS
B)
Xbal Hindlll
NcolNcol
trin— R R RR R cT Q8 SX2
Lci 12 Lci 2 Lci 3
pSS-glll T7-tag 6x-HIS

Fig. 3 Avaliacdo dos dominios antigénicos e representacdo esquematica do novo

gene quimérico. A) Representacdo esquematica da construcdo da Q8 projetada com as
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repeticbes da Lcil2, fragmentos antigénicos da Lci5, Lcil3, flanqueada por locais de
restricdo Sal I/Xhol, além das sequéncias da Lci2 e repeticdes extras da Lci3 incluindo a
regido CT (regido C- terminal). B) As digestdes com as enzimas de restricdo Sal I/Xho | e
religacGes foram realizadas para gerar uma variante truncada do gene sintético original Q8,
denominada (Q8SX2). A Q8SX2 em sua sequéncia possui auséncia dos fragmentos da Lci5
e Lcil3.

Perfis de expressédo em Escherichia coli das proteinas quiméricas

As proteinas Q8 e a Q8 SX2, foram expressas em E. coli, gerando proteinas
apresentando cerca de 97 kDa e 68 kDa, respectivamente (Fig. 4A; Fig. 4B).
Avaliamos a expressao de ambas a 37°C; 30°C e 18°C em diferentes tempos, mas
nao houve uma diferenca na expressado quantitativa da proteina entre as células
induzidas nas diferentes temperaturas e periodos de incubacdo. A expressdo
proteica maximizada foi de duas maneiras: em E. coli Rosetta™2 a 30°C por 3h

apos inducéo; e em E. coli BL21 a 18°C por 16h ap6s inducéao.
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Fig. 4 Gel SDS-PAGE mostrando a expressao da Q8 e sua variante Q8 SX2. A) Gel
SDS-PAGE a 15% corado com Coomassie Blue mostrando a expresséo da Q8 em E. coli
(BL21 e Rosetta™2). B) O mesmo para expressao da variante Q8 SX2 em E. coli (BL21 e
Rosetta™?2). Os numeros no centro da figura indicam os tamanhos dos marcadores de peso
molecular. As setas indicam as bandas das proteinas, Q8 apresentando cerca de 95 kDa, e
Q8SX2 com cerca de 68 kDa.

A seguir, buscou-se avaliar a solubilidade das proteinas recombinantes. As
proteinas Q8 e Q8SX2 foram solubilizadas em maior propor¢céo na concentracdo de
2M de ureia, condicdo selecionada para as etapas posteriores de purificacdo. Em
seguida foram entdo purificadas eficientemente por cromatografia de afinidade
(Fig.5A; Fig.5B). A concentracdo das proteinas purificadas foi calculada pelo
iBright™ Image Analysis Report, considerando os valores de densidade das bandas

em comparagcdo com diferentes concentragbes conhecidas de curva padrdo de



92

albumina sérica bovina (BSA). No geral, nossos resultados destacam uma eficaz
producdo de proteinas quiméricas recombinantes em sistema heterdlogo, de

maneira rapida e de facil execucao.
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Fig. 5 Analise da purificagdo por cromatografia de afinidade das proteinas Q8 e
Q8SX2 em uma coluna de niquel. Os gréaficos a direita mostram os perfis de elui¢cdo das
proteinas Q8 (A) e Q8SX2 (B) no aparelho Akta. A esquerda, observam-se os resultados
dos géis SDS-PAGE mostrando as duas proteinas purificada a 2M de ureia. Legenda: linha

azul= eluicdo da proteina; linha verde= concentragcdo do imidazol; linha laranja=
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concentracao do tampéao A. Pré-coluna: € a amostra antes de ser aplicada a coluna HisTrap
HP de 5 ml.

Avaliacdo diagnéstica para LVH das proteinas quiméricas

recombinantes no ELISA

A eficacia diagnoéstica das quimeras Q8, Q8SX2 e Q5 foram avaliadas no ELISA,
como ja descrito para os soros caninos (Figura 6). Os resultados mostraram que a
Q8 identificou 97,3% dos soros de individuos com LV, enquanto que a Q8SX2 teve
resultados positivo com 96% desses soros e a Q5 reagiu com 81,3% destes,
gerando ainda um resultado falso positivo. Os valores de sensibilidade e
especificidade, bem como de valor preditivo positivo e valor preditivo negativo, estédo

descritos na tabela 1.
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Fig. 6 Ensaio sorolégico empregando os antigenos quiméricos recombinantes.
Amostras de soros humanos com LV totalizam 75 soros, sendo soros de humanos com LV
do MS (n=34), e do PI (n=41). Soros de individuos saudaveis, de areas endémicas para
LVH, foram usados como controles (n=41). As linhas pontilhadas representam o valor de
corte obtido pelas curvas ROC, que foram utilizadas para obter a sensibilidade,
especificidade e AUC dos antigenos para cada grupo. DO- Densidade Optica; Branco-

valores dos pocos em branco (apenas com PBS-TL).

Tabela 1. Amostras de soro humano usadas neste estudo.

Diagnostico prévio parasitologico e ELISA extrato de Leishmania.

ELISA LVH MS PI CT VPP VPN AC k
(n=75) (n=34)  (n=41)  (n=41) (%) (%) (%)
MS/ PI
Se(%)  Se(®%) Se(%)  Es(%) % % % -
Q8 97,3 100 96 100 100 95,3 98,3 0,962

(91-99)  (90-100) (89-99) (91-100) (95-100) (84-99)  (94-99) (0,8-1,1)

96 100 92,6 100 100 93,1 97,4 0,944
Q8SX2  (89-99)  (90-100) (80-97) (89-100) (95-100) (82-98)  (93-99) (0,8-1,1)

Q5 82,6 82,3 82,9 97,5 98 74 87 0,736
(72-89)  (66-92) (68-91) (87-99) (91-100) (61-84)  (80-92) (0,5-0,9)

Os parametros foram calculados usando todas as amostras apresentadas neste trabalho: Controles saudaveis
(CT, n=41) e positivo para Leishmaniose Visceral (LV, 75), composto por individuos do Estado do Mato Grosso
do Sul (MS, n=34), e individuos do Estado do Piaui (PI, n=41).

*Cut-off obtido pela curva ROC.

Abreviaturas: LVH, Leishmaniose Visceral Humana; Se, sensibilidade; Es, especificidade; CT, controles; IC,
intervalo de confianca; VPP, valor preditivo positivo; VPN, valor preditivo negativo; AC, precisao; k, indice kappa.

Avaliagcdo comparativa das proteinas quiméricas recombinantes

para diagnostico da LVH

A analise da curva ROC foi também realizada para avaliar a precisdo de cada
antigeno no ELISA para o diagnostico da LVH. Representados pelos valores da area
sob a curva (AUC), observou-se desempenho significativo da Q8 contra soros de

individuos positivos para LV do MS e do Pl em conjunto (0,985; IC 95%= 0,959-
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1,000) (Figura 9). Quando avaliados de forma separada, a AUC dos individuos LV do
MS mostrou um desempenho considerado superior (1,000 IC 95%= 1,000- 1,000)
em comparacao com a observadas com as amostras do Pl (0,983; IC 95%= 0,957-
1,000) (resultados ndo mostrados no grafico).

A variante Q8SX2 também demonstrou precisdo quando analisado os valores da
AUC para soros de individuos com LV do MS e do Pl em conjunto (0,987; IC 95%=
0,969- 1,000) (Figura 9); soros com LV apenas do MS (1,000; IC 95%= 1,000-
1,000); e soros com LV so6 do PI (0,977; IC 95%= 0,943- 1,000) (resultados nao
mostrados no grafico). Para avaliacdo da Q5, utilizou-se o mesmo grupo de soros
humanos desse estudo. A Q5 apresentou diminuicdo da precisdo nas analises da
curva ROC para soros com LV do MS e do Pl em conjunto (0,947; IC 95%= 0,907-
0,986) (Figura 7); para amostras de soros LVH apenas do MS (0,954; IC 95%-=
0,907- 1,000); e amostras de soros LVH sé do PI (0,941; IC 95%= 0,882- 0,999)

(resultados ndo mostrados no grafico).
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Fig. 7 Desempenho diagnostico dos antigenos quiméricos recombinantes no

ELISA. A analise da curva ROC dos dados obtidos no ELISA foi realizada. A AUC da Q8,
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Q8SX2 e Q5 mostra os resultados obtidos quando analisados em conjunto individuos com

LV do MS e PI e individuos saudaveis de Pernambuco.

Também, foi determinada a sensibilidade e especificidade para cada proteina
quimérica recombinante pela analise da curva ROC e avaliados os valores preditivos
(positivos e negativos), assim como, a acuracia dos testes. Os experimentos foram
realizados equitativamente para demonstrar a robustez do ensaio (tabela 2). Em
particular, em termos de sensibilidade a Q8 e a Q8SX2 foram mais sensiveis, com
valores de 97,3% e 96%, respectivamente. A Q5 demonstrou valores menores de
sensibilidade (82,3%) e especificidade (97,5%) para a LVH. Todos os antigenos
demonstraram dados relevantes de especificidade, indicando sua utilidade na
exclusdo de humanos verdadeiramente saudaveis, evitando um diagnoéstico falso
positivo para LVH. Os valores de PPV (100%) e PNV (95,3%) da Q8 indicaram a
precisdo desse antigeno no ELISA em discriminar humanos infectados com L.
infantum e com resultados positivos para LV de individuos saudaveis serem
realmente normais. O indice kappa (0,962), revelou que a Q8 apresenta
concordancia com o teste parasitolégico e o ELISA baseado em lisado bruto de
Leishmania para o diagnostico da LV humana.

Assim, nossos dados suportam a ideia do potencial da Q8 na triagem e deteccéo

da LVH.

Avaliacdo diagnostica para LVC das proteinas quiméricas

recombinantes no ELISA

A eficacia diagnostica das quimeras Q8, Q8SX2 e Q5 foi avaliada por meio de

ensaios de ELISA utilizando como segundo anticorpo, anti-lgG de c&o ou anti-IgG
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humano, conforme o caso, adquiridos comercialmente conjugados a peroxidase. No
caso da avaliagdo com 0s soros caninos, os resultados mostraram que a Q8 foi
identificada por todos os soros de cées sintomaticos testados (100%), e pela grande
maioria de cdes assintomaticos (93,75%), com valores de sensibilidade e
especificidade, bem como com valores elevados para os parametros de valor
preditivo positivo e valor preditivo negativo, descritos na (Tabela 2). A Q8SX2 e Q5
usadas como antigenos comparativos apresentaram boa reatividade com caes
sintomaticos 100% e 95,45%, respectivamente, mas com valores inferiores para

caes assintomaticos, respectivamente 89,06% e 81,25% (Figura 8).
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Fig. 8 Ensaio soroldégico empregando os antigenos quiméricos recombinantes.
Amostras de caes sintomaticos (n=44) e assintomaticos (n=64) com LV, bem como caes
saudaveis usados como controles (n=30). Todos os cdes sdo de Pernambuco, Nordeste,
Brasil, &rea endémica para LVC. As linhas pontilhadas representam o valor de corte obtido
pelas curvas ROC, que foram utilizadas para obter a sensibilidade, especificidade e AUC
dos antigenos para cada grupo; DO- Densidade Optica; Branco- valores dos pocos em

branco (apenas com PBS-TL).

Tabela 2: Amostras de soro canino usadas nesse estudo.
Diagnéstico prévio no teste DPP e EIE-LVC.

ELISA LvC Si As CT VPP VPN AC k
(n=108) (n=44) (n=64) (n=30) (%) (%) (%)
Si/ As
Se (%) Se (%) Se (%) Es (%) % % % -
Q8 96,3 100 93,7 100 100 88,2 97,1 0,918

(91-98) (92-100) (85-97) (89-100) (96-100) (73-95)  (93-99) (0,7-1,0)

93,5 100 89 100 100 81 94,3 0,862
Q8SX2  (87-97) (92-100) (79-95) (89-100) (96-100) (66-90)  (90-97)  (0,7-1,0)

Q5 87 95,4 81,2 100 100 68,2 89,9 0,744
(79-92)  (85-99) (70-89) (89-100) (96-100) (53-80)  (84-94)  (0,6-0,9)

Os parametros foram calculados usando todas as amostras apresentadas neste trabalho: Controles saudaveis
(CT, n=30) e positivos para Leishmaniose Visceral (LV, 108), cdes sintomaticos (Si, n=44) e cées assintomaticos
(As, n=64).

*Cut-off obtido pela curva ROC.

Abreviaturas: LVC, Leishmaniose Visceral Canina; Si, sintomético; As, assintomético; Se, sensibilidade; Es,
especificidade; CT, controles; IC, intervalo de confianga; VPP, valor preditivo positivo; VPN, valor preditivo
negativo; AC, precisao; k, indice kappa.

Avaliagcdo comparativa das proteinas quiméricas recombinantes

para diagnostico da LVC

A analise da curva ROC foi realizada para avaliar a precisdo de cada antigeno
no ELISA para o diagnostico da LVC (Figura 9). Representados pelos valores da

area sob a curva (AUC), observou-se desempenho superior da Q8 quando avaliada
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a AUC com caes sintomaticos e assintomaticos (0,993; IC 95%= 0,984-1,000);
apenas cées sintomaticos (1,000; IC 95%= 1,000— 1,000); e cédes assintomaticos
(0,988; IC 95%= 0,973- 1,000) (Figura 9A).

A variante Q8SX2 também demonstrou precisdo frente aos soros de cdes com
LV. Um desempenho considerado foi observado para AUC com cées sintomaticos e
assintomaticos (0,984; IC 95%= 0,966- 1,000); apenas caes sintomaticos (1,000; IC
95%= 1,000- 1,000); e caes assintomaticos (0,972; IC 95%= 0,943- 1,000) (Figura
9B). Para avaliacdo da Q5, utilizou-se o0 mesmo grupo de soros caninos desse
estudo. A Q5 apresentou diminui¢do da precisdo nas andlises da curva ROC. A AUC
para cdes sintomaticos e assintomaticos foi de (0,976; IC 95%= 0,955- 0,997);
apenas cées sintomaticos (0,998; IC 95%= 0,993- 1,000); e cédes assintomaticos

(0,961; IC 95%= 0,927- 0,995) (Figura 9C).
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Fig. 9 Desempenho diagnostico dos antigenos quiméricos recombinantes no
ELISA. A) Analise da curva ROC dos dados obtidos no ELISA da Q8 quando comparados
0s caes sintomaticos e assintomaticos; apenas cdes sintomaticos; e apenas caes
assintomaticos. B) e C) O mesmo que A, mas comparando os resultados para as proteinas
Q8SX2 e Q5, respectivamente. Legenda: total= amostras de soro de cdes sintomaticos e

assintomaticos.

Foram também estabelecidos os parametros de sensibilidade e especificidade
para cada proteina quimérica recombinante pela analise da curva ROC e os valores
preditivos (positivos e negativos), assim como, a acuracia dos testes. Os
experimentos foram realizados equitativamente para demonstrar a robustez do
ensaio (tabela 2). Em particular, em termos de sensibilidade a Q8 e a Q8SX2 foram
mais sensiveis com 96,3% e 93,5%, respectivamente, além disso, a Q8 mostrou ser
mais sensivel na deteccdo de cdaes assintomaticos, 93,7%, indicando sua
adequacao para o diagnostico da LVC. A Q5 demonstrou uma sensibilidade inferior
contra 0s soros de caes sintomaticos e assintomaticos (87%), apenas caes
assintomaticos (89%), mas com uma sensibilidade superior para caes sintomaticos

(95,4%). Todos os antigenos demonstraram alta especificidade, indicando sua
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utilidade na exclusdo de cédes verdadeiramente negativos, evitando um diagndstico
falso positivo para LVC. Os valores de VPP (100%) e VPN (88,2%) da Q8 indicaram
a precisdo desse antigeno no ELISA em discriminar os cées infectados com L.
infantum com resultados positivos para LV dos cdes saudaveis serem realmente
normais. A concordancia com os testes DPP e EIE-LVC recomendados pelo
Ministério da Saude para o diagnostico da LV canina, foi observada pelo indice

kappa, com valores proximos de 1, principalmente para a Q8 (0,918).

Assim, nossos dados suportam a ideia do potencial da Q8 na triagem e deteccéo

da LVC.

Avaliacao de reatividade cruzada das proteinas quimeéricas

recombinantes no ELISA

Os resultados mostraram que a Q8 foi reconhecida por caes infectados por
Ehrlichia canis (n=4), ndo sendo reconhecida pelos outros patégenos avaliados
nesse estudo. Vale destacar, que os resultados positivos para Erliquiose canina
tiveram valores proximos ao cut-off, ao limite de corte. Por outro lado, a variante
Q8SX2 mostrou apenas uma Unica reatividade inespecifica com soros de cdes com
anaplasmose e humano com Zika. A Q5 foi reconhecida por trés soros de humanos
com Leishmaniose Tegumentar e ndo apresentou reatividade cruzada com soros de

caes com erliquiose e anaplasmose (Figura 10).
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Fig. 10 Avaliacdo da reatividade cruzada empregando os antigenos quimeéricos

recombinantes. A) Avaliacdo da reatividade cruzada da Q8 contra soros de cées e

humanos com outros patdgenos. B) Avaliacdo da reatividade cruzada da Q8SX2 contra

soros de cdes e humanos com outros patdégenos. C) Avaliacdo da reatividade cruzada da

Q5 contra soros de cédes e humanos com outros patdogenos. Todos 0s soros de cédes e

humanos sdo de areas endémicas para os patdgenos testados. Legenda: LT= leishmaniose

tegumentar. As linhas pontilhadas representam o valor de corte obtido pelas curvas ROC,

gue foram utilizadas para obter a sensibilidade, especificidade e AUC dos antigenos para

cada grupo.
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Avaliacdo comparativa da proteina Q8 no ELISA com

Proteina A e anti- IgG de cdo e humano

Tendo em vista 0 seu melhor desempenho nos ensaios de ELISA para humanos
e caes, optou-se entdo para avaliar de forma comparativa, e com um quantitativo
menor de soros, a proteina Q8 em ensaios avaliando seu desempenho entre o
ELISA com Proteina A e os conjugados anti- IgG de cao e humano (Figura 11). Os
resultados mostraram que a Q8 no ELISA-proteina A reconheceu (92,8%) dos soros
de cées assintomaticos avaliados, enquanto que o ELISA-IgG de céo reagiu com
(85,75). Ja os resultados com soros de individuos com LV, a Q8 reativou com 100%

desses soros no ELISA-Proteina A e ELISA-IgG humano.
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Fig. 11 Ensaio sorologico com a Q8 usando diferentes conjugados. Amostras de
cdes assintomaticos com LV, bem como de cédes saudaveis usados como controles (CT),
foram avaliadas nos ensaios para cao, com todos os soros vindo de animais de areas
endémicas para LVC. Para os ensaios com soros humanos, amostras de soros de

individuos com LV, e individuos saudaveis como controles, também foram avaliadas. As
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linhas pontilhadas representam o valor de corte obtido pelas curvas ROC, que foram
utilizadas para obter a sensibilidade, especificidade e AUC dos antigenos para cada grupo.

DO- Densidade Optica; Branco- valores dos pocos em branco (apenas com PBS-TL).

O coeficiente de correlagdo (r) mostrou que os valores individuais das médias
das densidades 6pticas (DO) dos testes de ELISA-proteina A e ELISA-IgG céo e

humano apresentaram correlacao de (r=0,946) e (r=0,969), respectivamente (Figura

12).
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Fig. 12 Diagrama de correlagdo das amostras de soros com Proteina A e conjugado
anti- IgG no ELISA. A) Amostras de soros de caes assintomaticos com LV (n=14) e de caes
saudaveis (n=14), usando Proteina A e o conjugado anti- IgG de cdo. B) Amostras de
individuos com LV (n=8), e individuos saudaveis (n=9), usando Proteina A e o0 conjugado
anti- IgG de humano. Os valores descritos dentro do diagrama correspondem as DO das
amostras testadas no ELISA-proteina A e ELISA-IgG.
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Discussao

A LV é uma doenca altamente negligenciada que pode ser fatal se evoluida e
nao tratada [24]. No Brasil, € uma importante zoonose e a identificacdo prévia de
cées parasitados pode ajudar a prevenir a ocorréncia da doenca em humanos [25].
Os protocolos adotados pelo Programa de Vigilancia e Controle da Leishmaniose
Visceral (PVC-LV), do Ministério da Saude (MS) para deteccdo de caes e humanos
infectados por L. infantum tem causado muitas discussdes importantes [26]. Varios
estudos demonstraram que a estratégia atual apresenta vantagens por serem menos
complexas, rapidas e de facil execucédo [9,10]. Por outro lado, a acuracia dos testes
diagnoésticos esta longe do ideal, devido aos valores variados de sensibilidade,
especificidade, valor preditivo negativo e acuracia [26,27]. Técnicas sorolégicas tém
sido aplicadas para uma finalidade diagndstica mais precisa; entretanto,
sensibilidade e/ou especificidade variaveis tém sido observadas, principalmente de

acordo com os antigenos utilizados [28].

Em um estudo anterior, nGs avaliamos o potencial de uma quimera recombinante
(Q5), que no primeiro momento, apresentou altos niveis de sensibilidade (82%) em
humanos e (100%) em caes, com 100% de especificidade, demonstrando ser
potencialmente util para deteccdo de humanos e cdes com LV [21]. Mesmo com
resultados relevantes e promissores, foi realizado uma nova avalicgdo com a proteina
Q5 a fim de constatar seu potencial diagnostico para LVC. Analises comparativas
confirmaram desempenho equivalente da Q5 no ELISA com o EIE-LVC que utiliza
antigeno bruto de L. major, apenas para animais sintomaticos, apresentando

sensibilidade de 92% para ambos 0s ensaios. No caso de cdes assintomaticos,
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essas analises revelaram consideravel numero de resultados negativos e
consequentemente divergéncia com o teste DPP, uma vez que a Q5 e o EIE-LVC

apresentaram sensibilidade de 62% e 58%, respectivamente (Paz et al., 2023).

Devido a necessidade do desenvolvimento de um teste padrédo-ouro, que
apresente precisdo em ensaios sorologicos e que identifique precocemente
humanos e cédes com LV, uma nova proteina quimérica recombinante foi
desenvolvida (Q8). Inicialmente foram selecionados epitopos imunogénicos preditos
a partir de cinco antigenos promissores (Lci2, Lci3, Lci5, Lcil2 e Lcil3), trés destes
presentes na Q5 (Lci2, Lci3 e Lcil2), como descritos anteriormente [21],
potencialmente capazes de reconhecer soros de humanos e caes com LV [13- 16].
No presente estudo, a proteina quimérica recombinante Q8, foi, pela primeira vez,
avaliada no ELISA para o sorodiagnéstico da LV canina e humana. Além disso,
ferramentas de bioinformatica identificaram epitopos especificos para MHC de
classe Il e células B na sequéncia de duas proteinas, Lci5 e Lcil3, de L. infantum
que foram selecionados e inseridos na sequéncia do novo gene sintético com
propésitos diagndsticos para LVC em cades sintoméaticos e assintomaticos [14-16].
Este achado € relevante, pois as proteinas quiméricas compostas por peptideos
sintéticos, quando comparadas ao lisado bruto do parasita, sdo mais simples e
baratas de produzir, além de terem sido bem avaliadas em imunoensaios para o
sorodiagnostico da LVC e LVH [17,29,30]. Os resultados aqui apresentados
mostraram altos valores de sensibilidade e especificidade quando utilizado o novo
antigeno quimérico Q8, inclusive quando testado com soros de cdes sintomaticos e
assintomaticos, além de soros de individuos positivos para LV. Demonstram entao a
viabilidade do emprego desse antigeno em experimentos de ELISA ou incorporados

em outras plataformas de sorodiagnéstico, por exemplo, Teste Rapido
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Imunocromatografico de Fluxo Lateral (TR), para diagnostico da LV canina e

humana.

As proteinas rK28, rK39 representaram um avanco significativo no
sorodiagnostico da LV quanto a sua sensibilidade e especificidade [9,31]. Estes
antigenos, assim como outras cinesinas de Leishmania spp. tem sido incorporado
em plataformas imunocromatograficas, e os testes rapidos tém mostrado bom
desempenho na deteccdo de casos sintomaticos [32]. No entanto, as cinesinas
apresentam sensibilidade variavel em diferentes regides e baixa especificidade, além
de falharem em detectar casos com niveis baixos ou ausentes de anticorpos
especificos anti-Leishmania, principalmente em cédes assintomaticos, mesmo que
combinados em uma molécula quimérica [33, 34]. Com 0s ensaios realizados com a
Q8, foi observada uma reatividade eficaz ao testar soros de cées assintomaticos
(93,7%), enquanto a Q8 SX2 e a Q5 apresentaram um desempenho menos
eficiente, 89,06%, 81,25%, respectivamente. A diminuicdo da reatividade da Q8 SX2
e Q5 ja era esperado, devido a auséncia dos fragmentos dos antigenos
recombinantes Lci5 e Lcil3 da construcdo. Como descritos anteriormente, esses
antigenos apresentaram desempenho promissores para o diagndstico da LV canina
e sao potencialmente capazes de reconhecer cades sintomaticos e assintomaticos
[14,16]. Notavelmente, os componentes adicionados a Q8 levaram a uma maior

diversidade antigénica da sequéncia e isso pode ter sido responsavel pelo seu
desempenho aprimorado.

Um bom teste imunolégico confirmatorio, deve ser capaz de detectar baixos
niveis de anticorpos especificos para doenca em questdo e ter uma boa
especificidade [26]. Todas as quimeras desse estudo, apresentaram valores

satisfatorios quando soros de cdes e humanos saudaveis foram avaliados no ELISA.
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Outra questdo importante para o diagnostico preciso da LV é o potencial da
reatividade cruzada com coinfeccbes de espécies relacionadas a Leishmania ou
mesmo patdgenos diferentes, devido a alta homologia (69-90%) entre algumas
espécies, infantum, L. braziliensis e L. amazonenses. Infelizmente, observou-se um
potencial de reatividade cruzada para sorodiagnéstico da LVC, o que foi
demonstrado para Q8, foi reconhecida por cées infectados por Ehrlichia canis, e
para a Q8SX2 que mostrou uma Uunica reatividade com soro de cdo com
anaplasmose. Também a Q5 reativou com amostras de individuos com LT, além de,
uma unica reatividade com soros positivo pra Zika. O reconhecimento da Q8 com
soros de caes com Erliquiose (Figura 10A), € um fator importante a se observar, mas
gue pode ser justificado, uma vez que a bactéria intracelular Ehrlichia canis infecta
cédes em todo o mundo, principalmente em regides tropicais, como o Brasil, onde a
prevaléncia é alta [35,36]. Ainda assim, os resultados relevantes de sensibilidade e
especificidade da Q8 com L. braziliensis e Trypanosoma cruzi, filogeneticamente
mais proximos da L. infantum, implica que a co-infeccdo com Ehrlichia canis pode
ndo ser uma grande preocupacdo. Ainda nesse contexto, € importante ressaltar que
as técnicas soroldgicas constituem importante ferramentas, mas possuem como
desvantagem a possibilidade da ocorréncia de reatividade cruzada, principalmente

entre as leishmanioses cutanea e visceral [37].

N&o ha consenso sobre quais valores minimos de sensibilidade e especificidade
sdo necessarios para um teste diagnéstico de LV. Segundo Boelaert et al. (2007)
[38] para um teste de triagem de LV, a sensibilidade e a especificidade minimas
necessarias seriam de 95% e 98%, respectivamente. Considerando esses
parametros, a Q8 aqui avaliada, apresentou valores satisfatérios de sensibilidade e

especificidade, acima de 95%, tanto para LVC e/ ou LVH. A precisao no diagnostico
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da LV humana pela Q8 que mostrou sensibilidade (97,3%), e especificidade (100%),
€ um achado importante quando observado o aumento nameros de casos de LVH

no Brasil [39].

Um resultado consideravel neste estudo, foi observado nos ensaios de ELISA
usando proteina A que apresentou valores maiores de densidade Optica com as
amostras testadas. Este fato pode estar relacionado com a deteccéo pela proteina A
nao apenas de IgG, mas também com outras classes de imunoglobulinas, IgM e IgA,
por exemplo. Goudswaard et al. (1978), descreveram que a reatividade da proteina
A com imunoglobulinas de cées € bastante forte, principalmente com todas as
subclasses de IgG [40]. Portanto, afinidade da proteina A pelos anticorpos da classe
IgG presentes no soro aumenta significativamente o reconhecimento de cées e
humanos infectados por Leishmania no ELISA-proteina A [41]. Senso assim, N0SS0S
resultados corroboram com a literatura, mostrando que a Q8 pode ser empregada
nos ensaios de ELISA-proteina A, usando um Unico conjugado, capaz de detectar
anticorpos especificos de diferentes espécies de animais, e na deteccdo especifica
de anticorpos de Leishmania em soros de cées e individuos com leishmaniose
visceral [41,42].

Em resumo, nossos achados revelaram uma proteina quimérica recombinante
facilmente expressa em sistema procariotico, com tecnologia nacional e potencial
para o diagndstico cdes e humanos infectados com L. infantum. O novo antigeno
forneceu valores aceitaveis de sensibilidade e especificidade no ELISA-IgG e ELISA-
proteina A, sustentando fortemente a ideia do seu potencial no diagnostico precoce
da LV canina e humana, e uma alternativa aos ensaios atuais do Ministério da

Saude.
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Informacdes suplementares

Figura S1: Padronizacdo da concentracdo dos antigenos nos ensaios de ELISA

para leishmaniose visceral canina.

Figura S2: Padronizacdo da diluicio do soro nos ensaios de ELISA para

leishmaniose visceral canina.

Figura S3: Padronizacdo da concentracdo dos antigenos nos ensaios de ELISA
para leishmaniose visceral humana.
Figura S4: Padronizacdo da diluicho do soro nos ensaios de ELISA para

leishmaniose visceral humana.
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Material suplementar

Figura 1
Padronizacdo da concentracdo dos antigenos nos ensaios de ELISA para

leishmaniose visceral canina
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Fig 1 Suplementar: Padronizacdo da concentracdo dos antigenos para 0s ensaios de
ELISA com soros caninos. Para estabelecer a concentragédo ideal da Q8 e Q8SX2 no
ELISA, foram usadas amostras de cdes positivos para LV (n=7) e amostras de cées
saudaveis para doenca (n=7). Todas as amostras de soros de caes foram avaliadas nas
diferentes concentracdes testadas. O “A” foi definido por meio da diferenca entre as médias
dos valores da densidade Optica (DO) de todas as amostras positivas para LV e negativas
para doenca. Ao final da andlise, a concentracdo de 100 ng foi a que melhor distinguiu
amostras positivas das negativas para LV.
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Figura 2

Padronizacéo da diluicdo do soro nos ensaios de ELISA para leishmaniose

visceral canina
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Fig 2 Suplementar: Padronizacdo da diluicdo dos soros caninos para os ensaios de
ELISA usando a Q8. Para estabelecer a diluicdo ideal dos soros caninos no ELISA, foram
usadas amostras de cédes positivos para LV (n=7) e amostras de caes saudaveis para
doenca (n=7). Todas as amostras de soros de cées foram avaliadas nas diferentes diluicbes
testadas. O “A” foi definido por meio da diferenca entre as médias dos valores da densidade
optica (DO) de todas as amostras positivas para LV e negativas para doenca. Ao final da
andlise, a diluicdo de 1:900 foi a que melhor distinguiu amostras positivas das negativas
para doenga.
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Figura 3

Padronizacdo da concentracdo dos antigenos nos ensaios de ELISA para

leishmaniose visceral humana
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Fig 3 Suplementar: Padronizagdo da concentracdo dos antigenos para os ensaios de
ELISA com soros humanos. Para estabelecer a concentracéo ideal da Q8 e Q8SX2 no
ELISA, foram usadas amostras de soros de humanos positivos para LV (n=7) e amostras
soros de humanos saudaveis para doenca (n=7). Todas as amostras de soros foram
avaliadas nas diferentes concentragdes testadas. O “A” foi definido por meio da diferenca
entre as médias dos valores da densidade Optica (DO) de todas as amostras positivas para
LV e negativas para doenca. Ao final da andlise, a concentracdo de 100 ng foi a que melhor
distinguiu amostras positivas das negativas para LV.



114

Figura 4

Padronizacao da diluicado do soro nos ensaios de ELISA para leishmaniose

visceral humana
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Fig 4 Suplementar: Padronizacdo da diluicdo dos soros humanos para 0s ensaios de
ELISA usando a Q8. Para estabelecer a diluicdo ideal dos soros humanos no ELISA, foram
usadas amostras de individuos positivos para LV (n=7) e amostras de humanos saudaveis
para doenca (n=7). Todas as amostras de soros de humanos foram avaliadas nas diferentes
diluicdes testadas. O “A” foi definido por meio da diferenca entre as médias dos valores da
densidade optica (DO) de todas as amostras positivas para LV e negativas para doenga. Ao
final da andlise, a diluicdo escolhida foi 1:900 para que os ensaios fossem realizados de
maneira equitativa. A diluicdo de 1:900, também distinguiu bem as amostras positivas das
negativas para doenca.
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6 DISCUSSAO GERAL

Apesar dos avancos tecnolégicos do século XX, e o aumento na variedade de
testes diagndsticos para LV, a auséncia de um teste preciso, com parametros
aceitaveis de sensibilidade e especificidade tem resultado no tratamento tardio da
doenca e em altas taxas de mortalidade (DOS SANTOS et al.,, 2019). Até o
momento, ainda ndo estd disponivel um antigeno produzido com tecnologia
nacional, que seja empregado em um método sorolégico de facil execu¢cdo com
potencial para uso no diagndstico da LV canina e humana. Existem duas principais
razbes para o desempenho insatisfatorio dos métodos diagndsticos da LV: é uma
doenca negligenciada que fornece as empresas pequenos retornos sobre o
investimento em pesquisa e desenvolvimento, além de ser, uma infeccado de alta
complexidade biolégica (ANTINORI; SCHIFANELLA; CORBELLINO, 2012;
MEDEIROS et al., 2017).

Até 2011, os testes de triagem e confirmacao recomendados pelo Ministério da
Saude para diagnéstico soroldgico da LV canina eram, ELISA (teste EIE-LVC; Bio-
Manguinhos/Fiocruz, Rio de Janeiro, Brasil) e o IFAT (teste IFI-LVC; Bio-
Manguinhos/Fiocruz, Rio de Janeiro, Brasil), respectivamente, ambos utilizando
antigenos de promastigotas de espécies semelhantes a Leishmania major (LIRA et
al., 2006). Essa abordagem além de ser considerada imprecisa, levava um tempo
prolongado (em torno de 60 dias) entre a coleta e a liberagdo dos resultados (BELO
et al., 2017). Devido a essas limitagdes, no final de 2011, um imunoensaio utilizando
uma Plataforma de duplo percurso (DPP) (Bio-Manguinhos, Fiocruz, Rio de Janeiro,
RJ, Brasil), passou a ser utilizado no procedimento de triagem combinado com o
ELISA EIE-LVC, baseado em lisado bruto de L. major, retido para confirmacao
(COURA-VITAL et al., 2014).

O teste DPP fornece resultados mais rapidos, além da facilidade na execucao e
flexibilidade no tipo de amostras biolégicas utilizadas (sangue, soro ou plasma).
Vérios estudos, contudo, demonstraram variagfes na especificidade e sensibilidade
do teste DPP (GRIMALDI et al., 2012; RIBEIRO et al., 2015; DE ARRUDA et al.,
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2016). Em contrapartida, Fraga et al., (2016) constatou que a combinacdo DPP/EIE-
LVC oferece maior especificidade e maior valor preditivo positivo do que a
abordagem de triagem anterior, ELISA e o IFAT, embora a sensibilidade seja
praticamente a mesma. Por outro lado, ainda existem poucos relatos sobre a
concordancia entre as duas técnicas adotadas (DPP versus ELISA) (SCHUBACH,;
FIGUEIREDO; ROMERO, 2014; FRAGA et al., 2016). Embora Santos et al., (2013)
tenha afirmado que o teste DPP é eficaz tanto em campo quanto em laboratorio, até
0 momento, poucos estudos avaliaram a concordéancia entre o teste DPP realizado
com amostras do sangue periférico em campo e com soro em condi¢cdes de
laboratorio. De fato, Belo et al., (2017) relatou que houve discordancia substancial
entre DPP-campo e DPP-laboratorio, embora em um nivel que néo foi
estatisticamente significativo (p= 0,41).

A acuracia diagnostica dos testes, DPP seguido do EIE-LVC, ainda gera
controvérsia. Coura-Vital et al., (2014), mostrou que o protocolo utilizando DPP e
ELISA detectou maior prevaléncia (8,1%) de caes infectados do que o protocolo
utilizando ELISA e IFAT (prevaléncia, 6,2%). Estudos anteriores demonstraram um
bom desempenho do DPP, com sensibilidade variando de 93% a 100% e
especificidade entre 92% a 100% (ALVES et al., 2012; GRIMALDI et al., 2012;
MARCONDES et al., 2013). Ja os resultados obtidos por Grimaldi et al. (2012)
indicaram que o DPP tem potencial para o diagnéstico de caes sintomaticos, mas é
falho em identificar cdes assintomaticos infectados por L. infantum. Em um outro
estudo, a maioria dos cées avaliados foi classificada como assintomética (COURA-
VITAL et al, 2014) no entanto, DPP e ELISA ainda apresentaram melhor
desempenho. E importante notar que a sensibilidade de um teste diagnéstico muda
durante o curso clinico da infecgdo (QUINNELL et al., 2001).

Nos ultimos anos, pesquisas tém sido desenvolvidas com o objetivo de melhorar
a qualidade do sorodiagnostico da LV. O ELISA é uma das técnicas soroldgicas
promissoras, que tem apresentado resultados mais satisfatorios, a depender do
antigeno utilizado (MAIA; CAMPINO, 2011). Devido a aplicabilidade do ELISA na
triagem de um grande numero de amostras em um curto periodo de tempo, essa
técnica vem sendo escolhida para avaliar e validar antigenos recombinantes para o
diagnostico de cées e humanos infectados com L. infantum (FONSECA et al., 2019;
ALGHAMDI et al., 2022).
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A utilizacédo de proteina A conjugada com varias moléculas reporteres, incluindo
corantes fluorescentes, marcadores enzimaticos (peroxidase, [-galactosidase,
fosfatase alcalina), biotina e ouro coloidal, nos ensaios de ELISA, tem apresentado
um aumento significativo nos valores de absorbancia em soros positivos para LV.
Isso permite uma distincdo mais confiavel entre os soros de LV (incluindo aqueles
com titulos comparativamente baixos) (LIMA et al., 2005). Uma superioridade do
ELISA-proteina A é a afinidade da proteina A para IgGs de varias espécies animais,
possibilitando com que um Unico conjugado, como a proteina A peroxidase, seja
usado para detectar anticorpos especificos de diferentes espécies animais e também
para a deteccdo especifica de anticorpos de Leishmania em soros tanto de caes
como humanos (LINDMARK; THOREN-TOLLING; SJOQUIST, 1983; (REED et al.,
1990). No entanto, existe caréncia de estudos no Brasil, que comparem ensaios de
ELISA com proteina A e ELISA usando anti-IgG de cdo ou humano para deteccao
de anticorpos anti-Leishmania em cdes e humanos naturalmente infectados.

A avaliacdo do desempenho das proteinas recombinantes nos ensaios de
ELISA, tem contribuido para a evolugdo no diagndstico da LV. Lemos et al., (2014)
realizou um estudo comparativo, avaliando o desempenho no ELISA da rKDDR, uma
cinesina recombinante, com o rK39, uma outra cinesina, e com o EIE-LVC, baseado
em lisado de L. major atualmente recomendado pelo Ministério da Saude do Brasil
para o diagnéstico da LV canina. O rKDDR apresentou maior sensibilidade e
especificidade tanto no diagnoéstico da LV humana (sensibilidade 92,86% e
especificidade 100%), quanto na LVC (sensibilidade 88,54% e especificidade
97,30%) em comparacdo com o0s soros rK39 (humano: sensibilidade 90,48% e
especificidade 97,92%; canino: sensibilidade 78,13% e especificidade 90,09%). No
entanto, o EIE-LVC apresentou sensibilidade superior (93,75%) ao rKDDR (88,54%),
mas uma especificidade inferior, EIE-LVC (86,49%) e rKDDR (97,30%), indicando
gue o reconhecimento sorolégico da LVC usando rKDDR foi superior ao usando
rk39 e o kit EIE-VLC (DHOM-LEMOS et al., 2019).

Em resumo, os estudos citados justificam a busca pelo desenvolvimento de um
antigeno quimérico com melhor potencial para ser utilizado em testes sorolégicos no
diagnéstico da LV canina e humana. A proteina quimérica Q8, desenvolvida e
avaliada nesta tese, mostrou ser um antigeno eficaz no diagndstico de caes

sintomaticos, assintomaticos e individuos infectados com L. infantum, e uma
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alternativa aos ensaios atualmente recomendados pelo Ministério da Saude do

Brasil.
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7 CONCLUSOES

Artigo |

1. A proteina quimérica recombinante Q5 apresentou concordancia com o teste
EIE-LVC recomendado pelo Ministério da Saude;

2. Os dados da proteina recombinante Lcil3 corroboraram com a Q5 e com o
teste EIE-LVC,

3. O teste EIE-LVC e os testes de ELISA baseados nas proteinas Q5 e Lcil3
apresentaram uma baixa concordéancia com o teste DPP, no caso de soros de

cées assintomaticos ou sem sintomatologia clinica definida.

Artigo Il

1. A nova proteina quimérica (Q8) e sua variante (Q8 SX2) se mostraram
eficientemente expressas em sistema procariético e com alto rendimento apés
purificacdo por cromatografia de afinidade;

2. A Q8 tem potencial para identificar cdes e humanos infectados com L.
infantum no ELISA;

3. A Q8 apresentou eficacia no sorodiagnostico precoce de cées assintomaticos
com LV;

4. Os antigenos recombinantes Lci5 e Lcil3, possivelmente foram responsaveis
pelo desempenho aprimorado da Q8 nos ensaios do ELISA;

5. A Q8 apresentou aumento significativo nos valores de absorbéancia em soros

caninos e humanos positivos para LV no ELISA usando proteina A.
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