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SILVA, Cibele Carine. Avaliagao da proteina recombinante Lbrm0750 de
Leishmania (Viannia) braziliensis em ensaio de ELISA para o diagndstico da
Leishmaniose Tegumentar Americana. 2023. 72. Trabalho de Conclusdo de Curso
(Graduacao em Biomedicina) — Universidade Federal de Pernambuco, Recife, 2023.

RESUMO

A Leishmaniose Tegumentar (LT) € uma doenga causada por diferentes espécies de
protozoarios do género Leishmania. Nas Américas, o Brasil apresenta a maior
prevaléncia de casos, onde Pernambuco encontra-se como um dos estados
endémicos para a doenga. A LT apresenta um amplo espectro clinico,
histopatolégico e imunolégico. O diagndstico é realizado mediante a associagcao de
dados epidemioldgicas, clinicos e laboratoriais, visto que n&do existe um teste
considerado padrao ouro. Um dos testes mais utilizados na rotina clinica é o ensaio
de imunoabsorgdo enzimatica (ELISA). Entretanto, essa técnica pode apresentar
limitagdes, principalmente relacionadas ao tipo de antigeno utilizado, dificultando a
precisdo do diagnostico. Nesse cenario, uma possivel solu¢gdo € a aplicagado de
ferramentas de bioinformatica. Essa abordagem é utilizada na busca por antigenos
especificos de agentes infecciosos, com intuito de aperfeicoar o desempenho dos
métodos existentes. Assim, o objetivo do trabalho foi utilizar a proteina recombinante
Lbrm0750 de Leishmania (Viannia) braziliensis, no ensaio de ELISA, visando
aperfeicoar o desempenho do teste, sobretudo a sensibilidade e especificidade,
além de comparar o ensaio de ELISA, utilizando o extrato bruto de proteinas da L.
(V.) braziliensis. Inicialmente, as condicbes para obtencdo da proteina 0750
relacionadas ao sistema de expressdo, temperatura ideal de cultivo, como também
caracteristicas de solubilidade, foram avaliadas. Em seguida, foi verificado que com
a linhagem BL21 (DE3) pLysS a 30°C ocorreu uma melhor expressao da proteina
0750. Apds os ajustes descritos, a proteina foi direcionada aos ensaios de ELISA.
Para tal, amostras de pacientes portadores de LT ativa (N=50) com positividade
confirmada por testes parasitoléogicos e/ou moleculares, bem como amostras de
individuos saudaveis (N=28). Para os ensaios de ELISA, a proteina 0750 foi utilizada
na concentracdo de 100ng e as amostras foram diluidas na condicdo de 1:200, ja
utilizando o extrato bruto como antigeno, foi utilizada a concentragéo de 500ng, e as
amostras foram diluidas na condi¢cao de 1:450. Apds essas etapas, foi avaliado que
a proteina 0750 reagiu com 80% (40/50) das amostras de pacientes. Ja com o
extrato bruto, o resultado foi de 36% (18/50). A melhor sensibilidade (80%) obtida
com a proteina 0750 pode estar relacionada a sua obtencéo, visto que é derivada de
regides com maior numero de epitopos especificos de célula B no proteoma de L.
(V.) braziliensis. Por outro lado, avaliando o desempenho das moléculas com
amostras de individuos saudaveis, a especificidade obtida com o antigeno bruto foi
de 100%, enquanto a proteina 0750 apresentou 35,7%. Dessa forma, os resultados
obtidos sugerem que embora sejam necessarios ajustes na metodologia com a
proteina 0750, sua utilizagdo como antigeno parece promissora para identificacdo de
pacientes portadores de LT em comparagdo a abordagem convencional do ensaio
de ELISA indireto, utilizando o extrato bruto do parasito.

Palavras-chave: Proteina Recombinante. Imunologia. Diagnostico. ELISA.
Anticorpos.
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ABSTRACT

Tegumentary Leishmaniasis (TL) is a disease caused by different species of protozoa
of the Leishmania genus. In the Americas, Brazil has the highest prevalence of
cases, where Pernambuco is one of the endemic states for the disease. TL presents
itself with a broad clinical, histopathological and immunological spectrum. The current
diagnosis is made through the association of epidemiological, clinical, and laboratory
information, since no test is considered the gold standard. One of the most used
tests in the clinical routine is the enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA),
however, this approach may present restrictions, mainly related to the type of antigen
used, hindering the accuracy of the diagnosis. In this scenario, a possible solution is
the application of bioinformatics tools. This approach is used as a valuable strategy
in the search for specific antigens of infectious agents, aiming to optimize the
performance of existing methods. Thus, the objective of this work was to improve
ELISA assay test performance using the recombinant protein Lbrm0750 from
Leishmania (Viannia) braziliensis and in addition to comparing the assay using L. (V.)
braziliensis crude protein extract. Initially, conditions for obtaining the recombinant
protein related to the expression system, ideal culture temperature, as well as
solubility characteristics, were evaluated. Then, it was verified that better expression
of the 0750 protein with the BL21 (DE3) pLysS strain occurred at 30° C. After
adjusting the best conditions, the protein was directed to the ELISA assays. For this
purpose, serum samples from patients with active TL (N=50) with positivity confirmed
by parasitological and/or molecular tests, as well as samples from healthy individuals
(N=28), were used. For the ELISA assays, the 0750 protein was used at a
concentration of 100ng and the samples were diluted in the condition of 1:200,
already using the crude extract as antigen, the concentration of 500ng was used, and
the samples were diluted in the condition of 1 :450. After these steps, It was
estimated that the 0750 protein reacted with 80% (40/50) of the samples from LT
carriers. With the crude extract, the result was 36% (28/50). The higher sensitivity
(80%) obtained with the 0750 protein may be related to its obtaining, since it is
derived from regions with a greater number of B-cell specific epitopes in the
proteome of L. (V.) braziliensis. On the other hand, when evaluating the performance
of the molecules with samples from healthy individuals for LT, the specificity obtained
with the crude antigen was 100%, while the performance of the 0750 protein was
35.7%. Thus, the results obtained suggest that although adjustments are needed in
the methodology with the 0750 protein, its use as an antigen seems to be a more
relevant approach for identifying patients with TL compared to the conventional
approach of the ELISA assay using the crude extract of the parasite.

Key words: Recombinant protein. Immunology. Diagnosis. ELISA. Antibodies.
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1 INTRODUGAO

A Leishmaniose Tegumentar (LT) € uma doencga infecciosa, negligenciada e
considerada um grave problema de saude publica mundial devido a sua ampla
distribuicdo. A doenga encontra-se presente em mais de 100 paises, acometendo
cerca de 1 milhdo de pessoas anualmente (OMS, 2021). Dentre os paises
endémicos das Américas, o Brasil apresenta a maior prevaléncia de notificacdes,
com casos confirmados em todos os estados, com maior destaque para o Nordeste,
considerada regiao endémica (ANDRADE et al., 2009; VASCONCELOS et al,,
2017). No estado de Pernambuco, ja foram registrados casos em todo territério, com
maior predominancia na Zona da Mata (NEGRAO; FERREIRA, 2014).

Sabe-se que cerca de 20 espécies de protozoarios parasitos do género
Leishmania ja foram descritos como capazes de infectar o homem e causar doenga
(OMS, 2019). Dentre essas espécies, a Leishmania (Viannia) braziliensis €
considerada o agente especifico da LT no Brasil, devido o grande numero de casos
associados (BRASIL, 2017). Os parasitos da L. (V.) braziliensis podem desencadear
manifestagcbes clinicas diversas, que abrangem formas assintomaticas,
aparecimento de lesdes cutanea (ulceradas, disseminadas e difusas) e a forma mais
grave da doenga, a mucocutanea, que pode acometer as mucosas da cavidade
nasal, faringe e laringe (ARONSON, et al., 2019; CARVALHO et al., 2012).

Devido ao amplo espectro de manifestagdes clinicas, a resposta imune
torna-se complexa, dificultando o estabelecimento de um padrdo imunoldgico.
Contudo, é descrito na literatura que a resposta imunoldgica inicia-se a partir da
inoculagao do parasito na corrente sanguinea do hospedeiro, através da picada dos
insetos vetores, flebotomineos, durante o repasto sanguineo, resultando em um
recrutamento de células da imunidade inata e, posteriormente, células da imunidade
adaptativa (DE LUCA; MACEDO, 2016). Embora a resposta imunoldgica
apresentada seja variavel e pouco compreendida, ja foi avaliado que a resposta
imune protetora € dependente de Linfocitos T, havendo uma diferenca entre
resisténcia e susceptibilidade, dependendo do perfil de resposta das células T CD4+
que é estimulada, podendo ser do tipo 1 ou tipo 2, respectivamente (CARVALHO et
al., 2022; DE LUCA; MACEDO, 2016; SOUZA et al., 2013).

Considera-se para o controle da LT o diagndstico precoce como uma das
principais medidas, visto que além de prevenir a evolugdo da doencga, possibilita um

melhor direcionamento terapéutico para o individuo acometido (ARONSON et al.,
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2019). O diagndstico final da LT é obtido por meio de uma associagao de fatores
clinicos, epidemioldgicos e testes laboratoriais (REITHINGER et al., 2007; TAVARES
et al., 2017). Para o diagnostico laboratorial, diversas técnicas ja foram descritas,
com diferentes abordagens, tais como: moleculares, parasitolégicas e soroldgicas,
porém, essas técnicas variam na precisdao dos resultados (DE BRITO et al,
2020).

Quanto aos métodos sorolégicos, a metodologia convencional do Ensaio
Imunoenzimatico (ELISA), utilizando o extrato bruto de proteinas do parasito como
antigeno, € uma das formas mais utilizadas na rotina laboratorial (TAVARES et al.,
2017). Entretanto, essa técnica pode apresentar limitagbes como, por exemplo,
variagdbes nos valores de especificidade e sensibilidade, que se apresentam
diretamente relacionados ao tipo de antigeno escolhido e a espécie de Leishmania
envolvida na infecgao (DE PAIVA-CAVALCANTI et al., 2015; DE BRITO et al., 2020).

Uma possivel solugdo para tentar contornar essas limitagdes € baseada no
emprego da bioinformatica por meio de ferramentas in silico que buscam selecionar
novos antigenos recombinantes que podem ser integrados as técnicas diagndsticas,
com o intuito de elevar a sensibilidade e especificidade dos testes
(THOMAZ-SOCCOL, 2018). Sendo assim, objetivando reverter as limitagées, novas
abordagens vém sendo exploradas com a aplicagdo de antigenos recombinantes
(DE SOUZA et al., 2019; GARCIA et al., 2021; MENEZES-SOUZA, et al., 2014).

Visando aprimorar o diagnodstico da Leishmaniose, nosso grupo vem
empregando o uso de ferramentas in silico (PEREIRA, 2021; TAVARES, 2017).
Estas sdo exploradas para selecionar antigenos recombinantes da Leishmania. Um
dos principais resultados dessa linha de pesquisa foi a identificacdo da proteina
recombinante Lbrm0750 (nome relacionado a origem de seus genes), a partir da
analise in silico do proteoma predito de L. (V.) braziliensis, buscando identificar
possiveis epitopos imunogénicos e especificos para células B. No presente
trabalho, a proteina recombinante Lbrm0750 foi avaliada na metodologia do ELISA.

Assim, pretende-se contribuir para o desenvolvimento de um método
alternativo e eficaz, utilizando dentro do ensaio de ELISA, um promissor antigeno
recombinante de L. (V.) braziliensis, que apresente maiores valores de sensibilidade

e especificidade.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Epidemiologia da Leishmaniose Tegumentar (LT)

A Leishmaniose Tegumentar (LT) € uma doencga infecciosa, ndo contagiosa,
negligenciada e considerada uma das seis doencgas infecciosas e parasitarias mais
importantes devido a sua magnitude e alta morbidade (OMS). As manifestacoes
clinicas da doenca apresentam-se sob diferentes espectros que variam desde casos
assintomaticos, lesbes cutédneas até a forma mucocutdnea, considerada a
manifestacdo mais grave da doenga (BRASIL, 2017).

A Leishmaniose Tegumentar, em todas suas formas clinicas, encontra-se
presente em regides tropicais e subtropicais, com a maior concentragao presente,
principalmente, em areas mais pobres, sendo assim classificada como uma doencga
negligenciada. A LT ja foi notificada em mais de 100 paises, entretanto 90% das
ocorréncias estdo centradas no Afeganistdo, Paquistdo, Siria, Arabia Saudita,
Argélia, Ira, Peru e Brasil (KAPIL et al., 2019). Cerca de 600.000 a 1 milhdo de
casos sao registrados no mundo anualmente, configurando assim um grave
problema de saude publica (OMS), sendo possivel visualizar na figura 1 a

distribuicdo mundial da doencga

Figura 1: Mapa de distribuicdo mundial da Leishmaniose Tegumentar, 2020.

Mimero de novos casos |
de LT, 2017 s

[ 0 casos reportados
<100

N El 100-590 1 Casosndo autdctones
Yip " EE 000-a000 1 sem dados
=500 [ ]
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Fonte: Adaptado WHO, 2020.
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O continente americano é endémico para a LT, onde também é conhecida
como Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA). Os casos registrados nas
Américas ocorrem desde o extremo sul dos Estados Unidos até o norte da
Argentina, com excegao do Chile e do Uruguai (OMS, 2017). No Brasil, notificagdes
de casos ja foram relatados em todos os estados, sendo as regides Norte, Nordeste
e Centro-Oeste consideradas endémicas (BRANDAO-FILHO et al., 1994; NEGRAO;
FERREIRA, 2014). Segundo o informe epidemiolégico da Organizagcéo
Pan-Americana da Saude (SisLeish - OPAS / OMS), em 2020, o maior numero de
casos de LT registrado nas Américas foi notificado no Brasil, com cerca de 16 mil
notificagdes em que, dessas, 95% foram correspondentes a forma clinica cuténea e
aproximadamente 4% a forma mucosa (Figura 2).

A LT é uma das doengas dermatoldgicas que mais necessita de atencao,
devido seu acometimento envolvendo manifestacbes cutdneas que podem ser
localizadas, disseminadas, ou com o risco de evoluir para a forma mucocutanea,
com possibilidade de desenvolver deformidades faciais, podendo resultar em
envolvimentos psicoldgicos, que refletem no campo social e econdmico, uma vez
que, geralmente pode ser considerada uma doenga ocupacional (OMS 2017).
Diante disso, uma das principais propostas da OPAS/OMS é o controle e eliminagao
da doenca como problema de saude publica em areas endémicas até 2030 (OMS,
2020), reforcando a necessidade do desenvolvimento de agbes que visem o

diagndstico precoce e tratamento.

Figura 2: Prevaléncia da Leishmaniose Tegumentar no Brasil no ano de 2019- 2021.

indice composto de LC
(triénio de 2019-2021)
I 10.09-17,68 (muito intenso)
I 4.74-10,08 (intenso)
1,81-4,73 (alto)

0,01-1,80 (moderado)

I -0.85-0,00 (baixo)

Fonte: Organizacdo Pan-Americana da Saude. Sistema de Informagédo Regional de Leishmanioses

nas Ameéricas, 2022.
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Em Pernambuco (PE), a doenga € incidente em todo o Estado, com a maior
predominancia de casos encontrados na Zona da Mata, representando cerca de
60% das notificacdes reportadas (BRANDAO-FILHO et al., 1999; BRITO et al.,
2008; ANDRADE et al., 2009; NEGRAO; FERREIRA, 2018). Por ser uma doenca de
notificagdo compulséria, todo caso confirmado deve ser notificado e investigado
pelos servigos de saude, por meio da ficha de investigacdo padronizada pelo
Sistema de Informacgéo de Agravos de Notificacdo (SINAN). No periodo de 2010 a
2018, 3.147 casos de LT foram confirmados em Pernambuco, segundo o
(SINAN-NET), e conforme a Secretaria Estadual de Saude do Estado, no ano de
2020, 142 casos foram registrados, com taxa de incidéncia de 2,1 casos por 100 mil

habitantes.

2.2 AcenTe ETioLoaico

Os parasitos relacionados com as Leishmanioses fazem parte do reino
Protista, filo Euglenozoa, ordem Kinetoplastida e familia Trypanosomatidae. Cerca
de 20 espécies do género Leishmania ja foram descritas como causadoras de
doengas em humanos (OPAS/OMS, 2019) e encontram-se agrupadas em dois
subgéneros: Leishmania e Viannia (SINGH et al., 2006).

No Brasil, sete, do numero total de espécies causadoras da Leishmaniose,
foram identificadas como as principais causadoras da LT em humanos, seis delas
fazem parte do subgénero Viannia. As espécies desse subgénero sao: L. (V.)
braziliensis, L. (V.) guyanensis, como também as mais recentemente identificadas
nas regides Norte e Nordeste, L. (V.) lainson, L. (V.) naiffi, L. (V.) lindenberg e L. (V.)
shawi. Dentre essas espécies, a L. (V.) braziliensis foi considerada a principal
espécie circulante em amostras isoladas de pacientes residentes de areas
endémicas (BRANDAO-FILHO et al., 1999; DE ARAUJO et al., 2022; MARTINS;
ALEXANDRINO; GUIMARAES, 2010; SILVA et al., 2022). Em relagdo as espécies
encontradas no Brasil, apenas uma € pertencente ao subgénero Leishmania, a L.
(L.) amazonensis (BRASIL, 2017).

Os parasitos de Leishmania encontrados em hospedeiros mamiferos sao
digenéticos e apresentam durante seu ciclo de vida duas formas evolutivas: A forma
promastigota (figura 3A), é extracelular, medindo cerca de 20-30 ym e apresenta
morfologia alongada devido a presenca de um flagelo livre que possibilita sua

mobilidade no aparelho digestivo do vetor invertebrado; e a forma intracelular,



17

amastigota (figura 3B), com aproximadamente 2-4 um, apresenta-se como corpos
ovais ou arredondados, nos quais podem ser identificados um nucleo, um
cinetoplasto puntiforme e um flagelo interno, este ultimo visivel apenas ao
microscoépio eletrénico. A forma intracelular da Leishmania é encontrada no interior

do sistema reticuloendotelial do hospedeiro, bem como em esfregagos e bidpsias
(DE VRIES, 2022).

Figura 3: Formas evolutivas do parasito Leishmania spp.

. .
f " "
L T
» . . * s
:-..L a J . b e

Fonte: Adaptado BRASIL, 2017.
Nota: Formas promastigotas encontradas parasitando no tubo digestivo do hospedeiro
invertebrado (A). Formas amastigotas encontradas parasitando macréfagos do

hospedeiro vertebrado (B).

2.3 VETOR

A principal forma de transmissdo conhecida das Leishmanioses é a vetorial,
embora transmissao congénita, sexual e por exposi¢gdes ocupacionais tenham sido
relatadas (BOEHME et al., 2006; BRITO et al., 2012; SIVAKUMAR R, 2004). Além
dessas, na literatura também ja foram documentados 11 casos de transmissao por
transfusdo sanguinea (JIMENEZ-MARCO, T. et al., 2016), e casos apos transplante
renal (YAICH et al., 2022).

Os vetores das Leishmanioses sao insetos pertencentes a ordem Diptera,
familia Psychodidae, subfamilia Phlebotominae e géneros Lutzomyia (Novo Mundo)
e Phlebotomus (Velho Mundo) (SVS/MS, 2017). No continente Americano, o género
associado a transmissao da LT é o Lutzomyia, apresentando espécies distribuidas
desde o Canada até a Argentina.

No Brasil, destacam-se as espécies: Lutzomyia flaviscutellata, Lutzomyia
whitmani, Lutzomyia umbratilis, Lutzomyia intermedia, Lutzomyia wellcomei e

Lutzomyia migonei (AZEVEDO et al., 1996; BRANDAO-FILHO et al., 1999; BRASIL,
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2017). As espécies Lutzomyia, a depender da localizacdo geografica, podem ser
popularmente conhecidas por diferentes nomes, como birigui, mosquito-palha,
tatuquira, entre outros (BRASIL, 2017).

Os flebétomos sao insetos pequenos, com cerca de 3mm de comprimento,
apresentando corpo e asas peludos (Figura 4). A alimentagédo do inseto costuma
incluir fontes vegetais de agucar, como a seiva, entretanto, as fémeas também
necessitam se alimentar de sangue, considerada uma fonte proteica essencial para
a producao de ovos (FORATTINI, 1973). Dessa forma, apenas as fémeas sao
hematofagas, apresentando papel importante na perpetuacdo da doenga em

humanos e/ou outros animais.

Figura 4: Fémea de flebotomineo

¥

Fonte: Collins, 2011.

2.4 CicLo pe VipA Do ParasiTO

Durante o repasto sanguineo, as fémeas alimentam-se do sangue do
hospedeiro vertebrado e inoculam a forma promastigota do parasito, juntamente
com a saliva do vetor, na corrente sanguinea do hospedeiro (DIVENUTO et al.,
2023).

Apds a inoculagdo da Leishmania na corrente sanguinea, ocorre o
recrutamento de células do sistema imune e os parasitos sdo fagocitados por
macrofagos. No interior dessas células, ocorrem mudangas morfolégicas no
parasito, resultando na forma amastigota (STEBUT, TENZER, 2018). Apos o
estabelecimento das formas amastigotas nos macrofagos, elas sobrevivem e

multiplicam-se por divisao binaria, até o momento em que os macréfagos repletos
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de parasitos sejam rompidos, liberando-os para a corrente sanguinea do
hospedeiro, onde irdo infectar outras células (MICHALICK; GERANO, 2005). A
sobrevivéncia do parasito em ambientes tdo diferentes, como o intestino do vetor e
macrofagos, deve-se aos mecanismos capazes de neutralizar a acdo de fatores
microbicidas do hospedeiro, assim como contornar a resposta imune, possibilitando
sua progressdao em ambientes extremos (MORADIN; DESCOTEAUX, 2012). Uma
vez que o parasito atinge a corrente sanguinea do hospedeiro, o vetor ainda nao
infectado, ao alimentar-se deste hospedeiro, podera ingerir as formas amastigota
que segue até a luz do trato gastrointestinal do inseto vetor e converte-se
novamente em promastigotas, reiniciando o ciclo (BRASIL, 2017; DESJEUX et al.,
2004; NEVES et al., 2009; REITHINGER et al., 2007). O ciclo de vida do parasito &€

representado na figura 5.

Figura 5. Ciclo de vida da Leishmania spp.
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Fonte: Adaptado. Centers for Disease Control and Prevention Image Library. 2017

2.5 ResPosTA IMUNE
A reposta imunoldgica inata € iniciada principalmente por células, como

neutrofilos, macrofagos, células Natural Killer (NK) e células dendriticas, em que
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constituem a primeira linha de defesa apresentada pelo individuo contra a
Leishmania (CARVALHO et al., 2022).

Os neutrdfilos sdo as primeiras células a serem recrutadas para o local da
infeccdo. Seu papel contra a Leishmania spp. pode variar a depender de fatores
como: a espécie do parasito envolvido na infecgao, o vetor (fatores de viruléncia,
tropismo e a quantidade de parasito inoculada), como também, aqueles ligados ao
hospedeiro, como, sistema imune, estado nutricional e fatores genéticos (BHARATI,
2022; HURRELL et al., 2016; MOLLINEDO et al., 2010; OUALHA et al., 2019).
Enquanto alguns trabalhos relatam um papel benéfico dos neutréfilos para o
hospedeiro, promovendo a eliminagdo do parasito (DE SOUZA CARMO, 2010;
NOVAIS, F. O et al, 2009), outros propdem sua contribuicdo na patogénese,
possibilitando a multiplicagdo do parasito em outras células fagociticas e, atuando
assim, como “Cavalos de Troia” (VAN ZANDBERGEN et al., 2004; DUBIE et al.,
2020). Sugere-se que a modulagdo dos neutrofilos para uma resposta mais
permissiva a infecgdo seja direcionada por mecanismos de prote¢cdo desenvolvidos
pela Leishmania spp., como, inibicdo da fagocitose e prevengcdo do estresse
oxidativo (LAUFS et al., 2002; MORADIN; DESCOTEAUX., 2012).

As células Natural Killer (NK), assim como os neutréfilos, desempenham seu
papel no inicio da infeccdo (BOGDAN, 2012). As células NK sao conhecidas por sua
capacidade de causar eliminacao direta da célula infectada por meio da liberagao de
granzima e perforina, promovendo a lise osmética (DOS SANTOS; GEDAMU,
2019). Na Leishmaniose, além do seu potencial citotoxico, estudos destacam uma
acgao protetora dessas células, mediante o desenvolvimento de uma resposta do tipo
TH1, a partir da produgdo de citocinas como TNF e IFN-y (BOGDAN, 2012;
CAVALCANTE et al., 2022)

Outra célula com importante fungdo fagocitica sdo os macrofagos. Essas
células apresentam-se como as principais contribuintes para o desenvolvimento e
replicacao do parasito, visto que € em seu interior que ocorre a conversao da forma
promastigota do parasito para a amastigota (CONDE et al., 2022). Os principais
mecanismos leishmanicidas dos macréfagos sdo a producéo de éxido nitrico (NO) e
espécies reativas de oxigénio (ROS) (CARVALHO et al., 2022), consideradas
respostas importantes para a eliminagao do parasito sem causar danos na ceélula
hospedeira. Duas subpopulagbes de macrofagos ja foram bem documentados,
sendo elas M1 e M2 (TOMIOTTO-PELLISSIER et al., 2018). A subpopulagdo M1 sao
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células fagociticas conhecidas por sua caracteristica pro-inflamatoéria, apresentando
alta atividade antimicrobiana associados com o controle da infecgao
(TOMIOTTO-PELLISSIER et al., 2018; SERRANO-COLL et al., 2021); enquanto o
subconjunto M2 apresenta um fendtipo imunomodulador, relacionado ao reparo
tecidual de forma que possibilitam a sobrevivéncia e proliferacédo parasitaria
(TOMIOTTO-PELLISSIER et al., 2018; SERRANO-COLL et al., 2021)

As células apresentadoras de antigenos (APCs) como, por exemplo, as
células dendriticas, em sinergia com as células fagociticas da resposta inata
promovem a transicdo para a resposta adaptativa (MARTIN-GAYO; YU, 2019). Na
Leishmaniose, apds o reconhecimento e a fagocitose do parasito essas células
migram para os orgaos linfoides secundarios, onde sera realizado o processo de
apresentacdo de antigenos aos linfécitos T naive (TIBURCIO et al., 2019). As APCs
sdo de suma importancia, visto que atuam promovendo a interagao entre a resposta
imune inata e adaptativa (TASLIME et al., 2022). Dessa forma, em estagios mais
avancados da doenca, o desfecho da infec¢ao sera determinado pela interagcao dos
componentes de ambas as repostas imunes.

Os conhecimentos acerca dos processos envolvidos na resposta imune
celular foram obtidos principalmente por estudos in vitro utilizando camundongos
infectados por Leishmania spp. (CARVALHO et al., 2022; LOCKSLEY, 1991).
Embora os eventos imunoldgicos presentes na doenga sejam bastante complexos,
ja foi observado que o desfecho positivo da infeccdo é baseado na resposta imune
celular, principalmente pela ativagao e diferenciagdo de linfocitos T (BACELLAR et
al., 2002). Em modelos experimentais, observou-se que o desenvolvimento de
linfocitos TCD4+ do tipo TH1 estdo associados com uma resposta protetora,
enquanto o tipo TH2 contribui para a susceptibilidade (BACELLAR et al., 2002; DE
LUCA; MACEDO, 2016). Na resposta protetora desenvolvida por células TH1, estao
relacionadas citocinas, como, IL-12, TNF e IFN- y (ROGERS et al., 2002), ja as
células que apresentam o perfil TH2, possibilitam a multiplicacao parasitaria e séo
caracterizadas pela secre¢cao de IL- 4, IL-5, IL-10, IL-13 (REIS et al., 2007).
Entretanto, a dicotomia TH1/TH2 ndo se encontra bem estabelecida em humanos
(OLIVEIRA et al., 2014; WIJESOORIYA et al., 2023).

As células TH17 representam um subtipo das células TCD4+ responsaveis
pela secrecéo da IL-17, uma citocina pré-inflamatéria que pode atuar promovendo a

atracao dos neutrdfilos para o local da infecgao, além de participar da expressao de
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outras citocinas como, IL-6 e IL-8 (STOCKINGER; VELDHOEN, 2007). No contexto
da Leishmaniose, Anderson e colaboradores (2009), observaram que camundongos
C57BL/6 infectados com L. major desenvolviam lesbes mais graves associadas ao
aparecimento das células TCD4+ e a citocina, IL-17.

Para ocorrer um equilibrio dos mecanismos desenvolvidos pela imunidade
celular, participa dessa regulagdo outro subtipo de célula T CD4+, as células T
regulatorias (Tregs), associadas a 2 marcadores principais: CD25 e forkhead box P3
(Foxp3+). Na Leishmaniose, em PBMCs isoladas de pacientes com LT causada por
L. braziliensis, foi observado a participacao positiva das células Tregs, induzindo um
aumento na produgédo de citocinas anti-inflamatérias como IL-10 e o TGF-[3, sendo a
IL-10 a principal (COSTA et al., 2013). Entretanto, em modelos experimentais
utilizando L. major, foi documentado o estabelecimento de uma infecgdo crénica
(DAYAKAR et al., 2019). Dessa maneira, observa-se que a resposta desempenhada
pelas células Tregs pode ser modulada pela espécie de Leishmania presente no
momento da infeccdo (CASTRO et al., 2023).

Na imunidade humoral, além da produgdo de anticorpos observados em
PBMCs de pacientes com Leishmaniose, ja foi documentada a participagcao das
células B na producdo de citocinas pré-inflamatérias e regulatérias, como IFN-y,
TNF, IL-13 e IL-6 (REIS, 2007; DE OLIVEIRA et al., 2013). Estudos realizados com
diferentes formas clinicas da doenga, causadas por diferentes espécies, relataram
que a presencga de altos niveis de anticorpos foram associados com o aumento da
gravidade da doenca (BUXBAUM; SCOTT, 2005; GONCALVES et al., 2020; KIMA
et al., 2000). Por outro lado, ja foi observada a agdo de anticorpos anti-Leishmania
promovendo a lise de formas promastigotas do parasito em sinergia com o sistema
complemento, facilitando o processo de fagocitose (FAGUNDES-SILVA et al., 2012;
PEDRAS et al., 2003).

Embora o papel dos anticorpos ndo se encontre bem estabelecido, é possivel
encontrar sua particpagao em todas as manifestagdes clinicas da LT (TRUJILLO et
al., 2000). Além disso, sabe-se que a intensidade da resposta humoral encontra-se
diretamente relacionada com a carga parasitaria e a cronicidade da doenca (REIS et
al., 2007; TRUJILLO et al., 2000). Dessa maneira, observa-se a frequéncia da
participacdo das células B nas mais diversas formas clinicas da LT, podendo ser

utilizadas como alvos direcionados para modulagdo da reposta imune,
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possibilitando, assim, sua  aplicagao como estratégia  terapéutica
(RODRIGUEZ-PINTO; SARAVIA; MCMAHON-PRATT, 2014; TAVARES., 2017).

De forma geral, observa-se na Leishmaniose que o0s mecanismos
imunolégicos desenvolvidos contra o parasito ndo podem ser generalizados como
benéficos para resolugdo da infecgdo ou progressdao dela, visto que o papel
apresentado por cada célula e citocinas participantes s&o relacionados e
direcionados por diferentes fatores relacionados ao parasito e/ou hospedeiro. Sendo
assim, uma mesma citocina pode desenvolver um mecanismo de eliminagdo do
patégeno, assim como, pode favorecer sua proliferacdo em outra forma da doenca
(DIVENUTO et al 2023; WIJESOORIYA et al., 2023).

2.6 Formas CLiNIicAs DA DoOENCA

Diferentes quadros clinicos sdo observados na LT, assim como, casos de
infeccbes assintomaticas (AMEEN, 2010; BRASIL, 2017) (FIGURA 6). Na forma
assintomatica da doencga, ocorre uma exposig¢ao do individuo acometido ao parasito,
porém ndo ha desenvolvimento de lesdes e o diagndstico é realizado por meio da
sorologia positiva ao agente infeccioso (DESJEUX, 2004; ROSALES-CHILAMA et
al., 2015).

Figura 6: Formas clinicas da Leishmaniose Tegumentar Americana

(B)

(D)

Fonte: Adaptado BRASIL, 2017.
Legenda: A- Forma localizada da LT; B- Forma Disseminada da LT; C- Forma Difusa da LT;

D- Forma Mucocutanea da LT.
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A forma clinica localizada é considerada a manifestacdo mais comum,
acometendo cerca de 90% dos individuos residentes em areas endémicas
(CARVALHO et al., 2022). A lesdo desenvolvida na forma localizada apresenta-se
como uma papula eritematosa inespecifica que, nessa forma clinica, geralmente
observa-se lesdo Unica ou, no maximo, duas lesdes. O desenvolvimento da lesdo
pode ocorrer ao longo de semanas ou meses, na regido de inoculagéo do parasito
pelo vetor (MOKNI, 2019). Normalmente, nessa manifestagdo sdo encontrados
poucos parasitos e apresenta tendéncia para a cura espontdanea ou uma boa
resposta ao tratamento (BRASIL, 2017; REIS et al., 2007).

A forma disseminada da LT representa apenas 2% dos casos (BRASIL, 2017).
Nessa manifestacdo, observam-se numerosas lesdes espalhadas pelo corpo, estas
podendo variar de 10 até mais 1000 (MOKNI, 2019). Em geral, as lesdes nao
apresentam relagcdo com o local em que houve a picada do inseto. Embora as
lesbes estejam espalhadas em diferentes partes do corpo, observa-se no
diagndstico uma populagdo parasitaria rara ou ausente (REIS et al., 2007).
Diferentes espécies de Leishmania spp. ja foram associadas com a forma
disseminada, porém, a L.(V.) braziliensis € a espécie relacionada com o maior
namero de casos no Brasil (BRASIL, 2017; MARZOCHI; MARZOCHI,1994;
REITHINGER et al., 2007).

Individuos acometidos pela Leishmaniose cutanea difusa inicialmente
desenvolvem lesdo com um unico ndédulo ndo ulcerado, ocorrendo posteriormente
evolucdo para multiplas lesbées nodulares espalhadas por toda a pele
(FRANCA-COSTA et al., 2012). Nesta forma rara da doencga, ocorre um crescimento
descontrolado do parasito, entretanto, poucos ou nenhum parasito sdo encontrados
no tecido cutdneo (GUIMARAES et al, 2009). No Brasil, a principal espécie
relacionada com o desenvolvimento dessa forma é a L. (L.) amazonensis (GOMES
et al., 2014).

A LM é considerada a forma mais grave da LT. A evolugdo para essa
manifestagdo clinica pode surgir meses ou anos apds o aparecimento da leséo
cutanea (AMATO et al., 2008; CHAPPUIS, 2007; GOTO; LINDOSO, 2010). Um dos
fatores contribuintes para o avanco dessa forma clinica, além de fatores
imunolodgicos, deve-se ao diagnostico tardio (CARVALHO et al., 2022). No Brasil, a

principal espécie associada a essa forma clinica é a L. (V.) braziliensis (MEDEIROS;
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SILVA; ROSELINO, 2008). As lesdes observadas nessa forma clinica sao
caracterizadas pela destruicdo das mucosas, principalmente boca e nariz (REIS et
al., 2007). Na fase mais avangada da LM, pode-se observar ruptura do septo nasal
(CARVALHO et al., 2022). Apesar do dano tecidual exacerbado, poucos parasitos
sao encontrados no tecido (CARVALHO et al., 2022).

2.6 TRATAMENTO

Para o tratamento da LT, a recomendagdo da OMS é que 0 mesmo seja
realizado conforme a forma clinica da doenca, atrelado ao diagnéstico laboratorial, e
que sejam obedecidos aos critérios estabelecidos para cada situagdo (BRASIL,
2017). O tratamento da infecgdo € baseado na eliminagao das formas intracelulares
do parasito (amastigotas), sendo esse um dos principais desafios, visto que para
isso, é necessario que a droga acumule-se nos macrofagos e elimine os parasitos
sem causar danos citotoxicos ao hospedeiro (ASSOLINI et al., 2022).

Os farmacos de primeira escolha, ha mais de 70 anos, sao os antimoniais
pentavalentes. O medicamento esta disponivel sob duas formulag¢des: o antimoniato
de meglumine/antimoniato de N-metilglucamine (Glucantime®) e o estibogluconato
de sodio (Pentostam®, ndo comercializado no Brasil) (BRASIL, 2017). Por
apresentarem um mecanismo de acado que interfere na bioenergética das formas
amastigotas, mediante a inibicdo da glicdlise e oxidagcado dos acidos graxos, essas
drogas sao consideradas “leishmanicidas” (GONTIJO; CARVALHO, 2003; EVANS;
KEDZIERSKI, 2012).

O esquema terapéutico estabelecido pela OMS recomenda que a dose do
farmaco seja calculada em miligramas de antiménio pentavalente (Sb*) por
quilograma de peso corporal por dia (mg Sb*°/kg/dia), sendo a dose recomendada
de 15 mg/kg/dia por 20 dias para LT localizada e disseminada, e 20 mg/kg/dia
durante 30 dias, para a LM. A administracdo da droga deve ser realizada por via
intramuscular ou endovenosa, sob acompanhamento médico (BRASIL, 2017).

Diferentes efeitos adversos, como: nauseas, vémitos, dor abdominal, mialgia,
insuficiéncia renal aguda, podem ser observados durante o tratamento com esses
farmacos, com intensidade variando de leve a moderada (BRASIL, 2017).
Entretanto, particularmente na dose administrada de 20 mg Sb*’/kg/dia ja foi
observado que o antimonial pode atingir seu limiar de toxicidade, levando a

alteracbes mais graves que podem inviabilizar a continuidade ao tratamento
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(BRASIL, 2017). Em casos de reacbes adversas mais graves ou potencialmente
graves, a OMS recomenda que seja realizada a notificagdo as autoridades
sanitarias. Ademais, além dos efeitos colaterais apresentados, outras limitacdes
podem interferir na adesao do paciente ao tratamento, como a longa duragao dos
ciclos de uso do medicamento e as vias necessarias para administragao.

A Anfotericina B e a Pentamidina sdo as drogas utilizadas em casos em que
os farmacos de primeira escolha n&o atingiram os resultados esperados ou na sua
impossibilidade (BASANO, 2004; CROFT; SUNDAR; FAIRLAMB, 2006; DIRO et al.,
2015; GONTIJO; CARVALHO, 2003). Estudos realizados in vitro, utilizando
camundongos infectados com Leishmania spp. destacaram destruicdo intra e
extracelular do parasita apos administracdo da anfotericina B, porém, por ser uma
droga que apresenta alta toxicidade e esta relacionada com diferentes reagdes
adversas (febre, cefaleia, leucopenia, hipotensao, hipomagnesemia, disturbio de
comportamento, calafrios, nauseas, vomitos), € necessario o acompanhamento
médico (FALCI; PASQUALOTO, 2015). Além disso, em casos de necessidade de
administragdo sequencial da anfotericihna B apds o uso do antimoniato de
meglumina, recomenda-se que o farmaco de segunda escolha seja administrado
apenas apos 14 dias do término do tratamento com o farmaco de primeira escolha,
para evitar que ocorreram efeitos adversos graves, sobretudo efeitos cardiacos
(BRASIL, 2017).

Em relacdo a Pentamidina, seu primeiro uso no tratamento da forma cutanea
da Leishmaniose parece ter sido ocorrido na década de 1970. Embora seu
mecanismo de acdo nao seja bem estabelecido, parece que essas drogas
interferem criticamente na funcdo do DNA, RNA e biossintese proteica do parasito
(SANDS et al.,, 1987). Além disso, estudos apontam essa droga como uma boa
opgcao de tratamento para L. guyanensis e L. panamensis (GADELHA, 2018;
PICCICA et al., 2021). Sua administragao ocorre por via intramuscular/intravenosa e
assim como os outros farmacos, também pode apresentar efeitos colaterais, como:
e nauseas, vOmitos, tontura, adinamia, mialgias, cefaleia, hipotensdo, sincope,
hipoglicemia e hiperglicemia (BRASIL, 2017; PRADHAN et al., 2022), que podem
variar de leve a moderado.

Outra abordagem que vem sendo explorada como alternativa aos farmacos
convencionais é a imunoterapia e/ou imunoquimioterapia (PRADHAN et al., 2022).

Essa abordagem vem ganhando destaque uma vez que pode atuar modulando o
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sistema imune do hospedeiro, redirecionando a resposta imunoldgica (CARVALHO,
2021). Abordagens aplicando antigenos recombinantes de Leishmania spp. tém sido
testados como candidatos a imunoterapia. Para pacientes com resisténcia aos
antimoniais, a associacdo entre antimoniais e imunomoduladores tem sido
observada como tratamento alternativo (SCHWARTZ, J, 2017; TASLIMI, Y,;
ZAHEDIFARD, F.; RAFATI, S., 2018). Embora seja uma modalidade promissora,

mais estudos sao necessarios para direcionar sua aplicacdo na rotina clinica.

2.7 DIAGNOsTICO

Uma das principais medidas de controle das Leishmanioses € centrada no
diagndstico precoce, cuja abordagem possibilita um direcionamento terapéutico
preciso e melhor condigdo de vida para o individuo acometido. Embora seja de
grande importancia uma técnica que apresente bom desempenho, para o
diagnostico da LT ainda ndo existe uma técnica considerada o padréo ouro. Dessa
forma, o diagndstico final & obtido mediante associa¢des de caracteristicas clinicas,
epidemioldgicas (localidade, ocupacgédo, sexo e idade do individuo) e técnicas
laboratoriais (GONTIJO; CARVALHO, 2003; DE BRITO, 2020; NEVES, 2002).

O diagnostico clinico é realizado a partir das caracteristicas da leséo
apresentada pelo individuo acometido (GONTIJO; CARVALHO, 2003). Uma das
principais problematicas em relagdo a avaliagdo com base nessas caracteristicas
clinicas deve-se ao amplo espectro de manifestacées observadas na LT, podendo
ser facilmente confundida com outras doencas que acometem a derme, como a
esporotricose, tuberculose cutanea, psoriase, infecgdes micdticas, sifilis, e até
mesmo com alguns tipos de carcinomas e linfomas (DE OLIVEIRA et al., 2013;
PISSINATE et al., 2008; TEIXEIRA-CARVALHO et al., 2015).

Sendo assim, um método laboratorial que possa detectar um paciente
portador da doenga, que apresente boa acuracia e rapidez, torna-se indispensavel
para o controle da doenca. Nessa perspectiva, diferentes testes vém sendo
descritos, com diferentes abordagens, incluindo as parasitolégicas, moleculares e
também soroldgicas (DE BRITO, 2020; GOTO, H.; LINDOSO, 2010).

Embora essas técnicas apresentem vantagens, a Leishmania spp. ¢ um
parasito complexo e isso acarreta limitacbes aos testes, que influenciam
diretamente em sua sensibilidade e especificidade. Fatores como: a carga

parasitaria, a espécie de Leishmania presente na infecgcdo, assim como, o tipo de
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antigeno utilizado, no caso das abordagens sorolégicas, podem interferir no
desempenho final de ensaio. Além disso, a sensibilidade pode depender da
experiéncia de cada servigo, a manipulacao, assim como, a qualidade dos insumos
e equipamentos utilizados (BRASIL, 2017).

Dessa maneira, a selegao do teste a ser utilizado muitas vezes acaba sendo
definido com base em caracteristicas, como infraestrutura e aos recursos
disponiveis, e ndo necessariamente em relagdo a sua precisdo diagnostica (DE
VRIES, 2022).

2.7.1 Diagnostico parasitologico

As técnicas parasitologicas sao consideradas boas alternativas para o
diagndstico da Leishmaniose, devido a sua elevada especificidade, embora haja
controvérsias quanto a sua sensibilidade (DE VRIES, 2022; GOTO; LINDOSO,
2010). Essa abordagem é baseada na observagdo das formas amastigotas do
parasito a partir de amostras de lesdes obtidas por bidpsias e escarificacoes da pele
(BRASIL., 2017). Os testes mais utilizados dentro dessa abordagem sao: pesquisa
direta, isolamento em cultivo in vitro ou por inoculagcdo de amostras em animais in
vivo (DE PAIVA- CAVALCANTI, 2015; DE BRITO, 2020; GOTO; LINDOSO, 2010;
MACHADO, 2004).

Os exames diretos sdao métodos de baixo custo e simples execugao, contudo,
sua sensibilidade pode variar de 30% a 70% (AL-HUCHEIMI; SULTAN;
AL-DHALIMI, 2009; DE BRITO et al., 2020; SCHUBACH et al., 2001). Para essa
abordagem, sao utilizados os seguintes procedimentos: escarificagdo da borda da
lesdo, bidpsia e pungao aspirativa (BRASIL, 2017). A principal variavel presente no
meétodo encontra-se relacionada com a quantidade de parasitos, visto que ha uma
relagdo inversamente proporcional entre a quantidade de parasitos na lesdo e o
tempo de infeccdo (GUTIERREZ et al. 1991). Além disso, € comum observar
presenca de infeccdo bacteriana na lesdo, dificultando o diagnéstico (FREIRE,
2011).

No isolamento do parasito para cultura in vitro, pode ser observado o parasito
em sua forma evolutiva amastigota, assim como, posteriormente, pode ser realizada
a identificagdo da espécie de Leishmania envolvida. Entretanto, a sensibilidade é
variavel e depende de diferentes fatores, como: tempo de evolugao da lesao, carga

parasitaria e a espécie de Leishmania envolvida na infecgao (DA SILVA et al., 2005).
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Além disso, o tempo de analise pode ser variavel (horas a semanas) a depender da
metodologia utilizada e estrutura laboratorial (DE-BRITO et al., 2020).

A técnica de isolamento por inoculacdo em animais para cultura in vivo é
realizada a partir do material obtido por biopsia ou raspado de lesdo. Nesse
processo, o material sera triturado em solugcdo salina estéril e inoculado via
intradérmica, no focinho e/ou patas do animal, um exemplo de modelo utilizado para
esses estudo sdo os hamsters. Dessa forma, observa-se que o cultivo in vivo
necessita de uma metodologia complexa, assim como pode acarretar risco de
acidente durante o processo de inoculagdo, exigindo um profissional com ampla
experiéncia para a execugao (GOMES et al., 2009). Além disso, a principal limitagao
do método esta relacionada com o tempo de desenvolvimento da lesdo no animal,
sendo necessario o acompanhamento de trés a seis meses (BRASIL, 2017),
somando custos para a manutencdo de animas e necessidade de infraestrutura,
inviabilizando sua aplicacao na rotina.

De maneira geral, a abordagem parasitolégica apresenta custos elevados,
participacdo de profissionais capacitados, necessidade de um maior tempo para
execucao, e manutengao de cultura de parasito, implicando em aumento dos custos.
Ademais, as técnicas apresentam dificuldade em sua acuracia, por exemplo, a
pesquisa microscopica nao permite a determinacdo da espécie, dificultando a
orientagao da escolha terapéutica (HODIAMONT et al., 2014).

2.7.2 Diagnostico molecular

As abordagens moleculares vém sendo amplamente exploradas por
apresentarem resultados superiores em relagdo as outras técnicas descritas,
sobretudo no quesito sensibilidade, que podem variar de 91% a 98% (DE
PAIVA-CAVALCANTI et al., 2015; GOTO; LINDOSO, 2010). Essa abordagem é
fundamentada em um método direto, baseado na identificagdo do material genético
do parasito, a partir de oligonucleotidios iniciadores (primers) pareados na regiao de
interesse, possibilitando seu uso no diagnostico mais preciso de diversas doengas
infecciosas (GOMES et al., 1999; KOSTYUSHEVA et al., 2022; RODRIGUES et al.,
2000). Diferentes sequéncias de Leishmania spp. podem ser amplificadas, como:
B-tubulina, locus gp63, locus hsp70, proteinases de cisteina e minicirculos de DNA
(kDNA) (REITHINGER, 2007; SINGH et al., 2006).
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Dentre os métodos moleculares, a Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR) e
a PCR em tempo real (QPCR), séo as técnicas mais utilizada para o diagndstico da
LT (DE-BRITO et al., 2020). Ambas as técnicas apresentam diversas vantagens,
como: possibilidade de identificar a Leishmania spp. mesmo em situagcdes de baixa
carga parasitaria, utilizagdo de pouca quantidade de amostras, sao técnicas menos
invasivas, geram resultados mais rapidos, além de possibilitar a utilizagdo de
diferentes materiais biolégicos obtidos de pele e mucosa (BRASIL, 2017; GALLUZZI
et al., 2018).

Por outro lado, algumas limitagcbes praticas sao encontradas, como, a
necessidade de infraestrutura laboratorial, profissionais qualificados e a auséncia de
uma metodologia padrdo para a realizagdo do método nos diferentes laboratorios
(DE-BRITO et al.,, 2020; GALLUZZI et al., 2018). Além disso, em locais mais
necessitados, esse tipo de abordagem n&o € viavel, visto que geralmente os

laboratdrios possuem recursos restritos.

2.7.3 Diagndstico soroldgico

Os teste sorolégicos sdo métodos indiretos, visto que diferente das outras
abordagens centradas na identificagdo do parasito, as técnicas sorologicas
fundamentam-se no reconhecimento da resposta imune celular e/ou humoral
(ARONSON; JOYA, 2019). Dessa forma, essa metodologia visa a detecgao de
anticorpos anti-Leishmania produzidos pelo individuo acometido durante a infecgao.

Os métodos soroldgicos principais para o diagnostico da Leishmaniose sé&o,
principalmente, a imunofluorescéncia indireta (IFI) e o ensaio imunoenzimatico
(ELISA - do inglés Enzyme-linked immunosorbent assay). Outros menos
empregados podem ser utilizados como, Western Blot (WB) e o teste de aglutinagao
direta (TAD) (DE BRITO et al., 2020). As técnicas soroldgicas, de maneira geral,
apresentam vantagens como: rapida execugao, detecgéo dos individuos acometidos
antes do desenvolvimento de lesdes, e ainda apresentam a possibilidade de
automacao (DE BRITO et al., 2020; ZANETTI, A. S. et al. 2019).

A técnica de IFI é fundamentada na deteccdo de anticorpos anti-Leishmania,
utilizando como antigeno o parasito fixado, normalmente, a forma promastigota
(BRITO et al., 2009; LEVEQUE et al., 2020). A literatura descreve que a técnica
apresenta uma sensibilidade variavel, podendo apresentar indices falsos negativos

para amostras de pacientes apresentando a forma difusa da doenca ou 100%
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sensivel para a forma mucocutanea (OLIVEIRA, 2016). Por outro lado, algumas
limitagdes sao relatadas, como custo relativamente elevado, processo laborioso e
com resultados muitas vezes subjetivos que dependem da experiéncia do
profissional, resultando na necessidade de profissionais com grande experiéncia
para execugcao e leitura das laminas (DE VRIES; REEDIJK; SCHALLIG, 2015;
GOTO; LINDOSO, 2010; PAIVA-CAVALCANTI et al., 2015; LEVEQUE et al., 2020).
Além disso, ja foi relatado com frequéncia reagbes cruzadas com outros
tripanosomatideos, acarretando diagndsticos falso-positivos (BRITO, 2008)

A utilizacdo do teste de Western Blot para diagnostico da Leishmaniose
agrega sensibilidade, podendo alcangar 100% (GOMES et al., 2009). Quando
empregada ao diagnostico da Leishmaniose visceral e mucocutanea em areas néo
endémicas, foi observado um desempenho superior do WB em comparagdo ao
ensaio de IFlI (DE BRITO et al.,, 2020). Por outro lado, de forma geral a técnica
apresenta limitacbes como custo elevado, necessidade de maior infraestrutura
laboratorial, além de demandar mais tempo para execugao do ensaio (POMARES et
al., 2012). Outra limitagdo do ensaio é que os resultados mostram-se variaveis
devido a dificuldade de padronizagdo do antigeno utilizado (LEVEQUE et al., 2020).

O teste de aglutinacdo direta (TAD) € um ensaio semi-quantitativo baseado
na reagao de antigenos (promastigotas) com anticorpos anti-Leishmania, que apos
o periodo de incubagao, resulta em uma reagcdo de aglutinacdo (DE OLIVEIRA,
2013). No contexto das Leishmanioses, trabalhos realizados com amostras de
pacientes apresentando a forma visceral da doencga revelaram sensibilidade e
especificidade do teste superiores a 70% (BANGERT et al., 2018; FREIRE et al,,
2019; OLIVEIRA, 2013). Entretanto, algumas limitagcbes podem ser encontradas,
como a necessidade de cultivo de parasitos vivos para serem utilizados como
antigeno, dificuldade nas etapas de padronizagédo, o que pode acarretar variagdes
nos resultados, além de resultados falso-positivos com infecgdes causadas por
outro tripanossomatideos (BANGERT et al., 2018; LEVEQUE et al., 2020; MAIA et
al., 2012)

O ensaio imunoenzimatico (ELISA) foi descrito pela primeira vez por dois
grupos independentes, ENGVALL; PERLMANN, 1971 e VAN WEEMEN; SCHUURS,
1971. O teste de ELISA consiste em uma metodologia de realizagdo simples e
rapida, com diversas aplicagbes em pesquisas. Assim como a IFl, a técnica

convencional (ELISA indireto) é baseada na detecc¢ao de anticorpos anti-Leishmania
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utilizando como antigeno o parasito fixado. Embora seja uma técnica mais pratica, a
abordagem convencional é baseada na utilizagdo do parasito fixado como antigeno,
implicando custos a técnica devido a necessidade de manutencdo de cultura
(MACHADO, 2004). Além disso, o ensaio convencional, utilizando o extrato bruto da
Leishmania spp. como antigeno, apresenta outras limitagdes como, sensibilidade e
especificidade dependente da natureza do antigeno utilizado (TAVARES, 2003).
Ademais, a especificidade do teste € amplamente variavel, podendo-se observar
com frequéncia resultados falso-positivos devido a reatividade cruzada com outras
infeccbes ocasionadas por microrganismos da familia Trypanosomatidae, como a
Doenca de Chagas e Leishmaniose Visceral.

O ensaio convencional do ELISA indireto utiliza como antigeno extrato bruto
total de proteinas do parasito, geralmente obtido por etapas repetidas de
congelamento e descongelamento, seguido de centrifugacdo (LEVEQUE et al.,
2020). O desempenho em relagédo aos parametros de sensibilidade e especificidade
parecem estar relacionados ao tipo de espécie a ser utilizada como antigeno. Para
antigeno bruto, proveniente da L. infantum estudos revelaram que a sensibilidade e
especificidade do ensaio variam de 40% a 96,7% e de 63% a 100%,
respectivamente (CARVALHO et al., 2018; DUARTE et al., 2017; LEVEQUE et al.,
2020; MAGALHAES et al., 2017). J4 os ensaios realizados com as espécies L.
major ou L. braziliensis, apresentaram um desempenho inferior, com sensibilidade
variavel de 1% a 87% e especificidade de 21,3% a 100% (CELESTE et al., 2014;
DIAS et al., 2018; RIBEIRO et al., 2018).

Diante das limitacbes e heterogeneidade dos resultados encontrados na
abordagem convencional do ELISA, diversos trabalhos vém explorando outras
alternativas antigénicas. Uma dessas alternativas € o uso de proteinas
recombinantes obtidas in silico que resultou em uma nova e poderosa estratégia
para melhorar o desempenho dos métodos convencionais de diagndstico
(REITER-OWONA et al, 2015; REZENDE et al, 2012; ZANETTI et al., 2019).
Pesquisas recentes sugerem que a incorporagdo de preparagdes especificas de
antigenos recombinantes de Leishmania em ensaios sorolégicos aperfeicoariam
caracteristicas operacionais dos testes DE BRITO et al.,, 2020; DE VRIES et al.,
2015).

Varios estudos tém tentado aprimorar os métodos convencionais,

principalmente o teste ELISA, incorporando essas novas moléculas, com resultados
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satisfatérios de sensibilidade e especificidade. A utilizagdo de proteinas
recombinantes como antigeno, além de aumentar a precisado do teste e melhorar a
reprodutibilidade, mostraram-se capazes de identificar pacientes assintomaticos
(GALVANI et al., 2021; LEVEQUE et al., 2020). Uma proteina recombinante bem
caracterizada e utilizada é a K39 (rK39) que revelou resultados com 100% de
especificidade e 96% de sensibilidade para o diagndstico de Leishmaniose Visceral
(LV) (LEMOS; CARVALHO; DIETZE, 2003).

No contexto da LT, a proteina recombinante rLbk39 de L. (V.) braziliensis
apresentou bom desempenho quando utilizada no ensaio de ELISA, apresentando
sensibilidade de 88% e especificidade de 98% para LT (DE SOUZA et al., 2019).
Outra proteina com bom desempenho diagndstico € a proteina recombinante de
choque térmico 83 (HSP - do inglés Heat Shock protein), que demostrou boa
sensibilidade e especificidade, no diagndstico de diferentes formas clinicas da
Leishmaniose, como: LC, LM e LV (MENEZES-SOUZA et al., 2014). O estudo foi
comparado com o ELISA utilizando antigeno bruto de L. major (DE VRIES;
REEDIJK; SCHALLIG, 2015; GOMES et al., 2014; GOTO; LINDOSO, 2010;
PAIVA-CAVALCANTI et al.,, 2015; SRIVASTAVA et al., 2011). Dessa forma,
compreende-se que a escolha de potenciais antigenos mais especificos para a
forma clinica e as espécies envolvidas é uma estratégia potente, pois sdo elementos
essenciais para a determinagao da doenga nos pacientes e, consequentemente, seu

tratamento.

2.8 FERRAMENTAS DE BIOINFORMATICA APLICADAS AO IMUNODIAGNOSTICO DA LT

A bioinformatica € um campo da ciéncia que vem gerando um grande impacto
em pesquisas, visto que a aplicagao dessas ferramentas possibilita a escolha mais
racional da molécula de interesse o que, consequentemente, gera resultados mais
sensiveis e especificos (BYRNE ; SCHNEIDER, 2019). Com a expansdo da
bioinformatica foi possivel originar um novo ramo da imunologia, a imunoinformatica,
que visa uma melhor interpretacdo de dados e de forma otimizada (YOON et al.,
2017). A juncado das areas possibilita a avaliagdo mais precisa de moléculas e
processos envolvidos na imunidade em diferentes niveis, como: estrutural,
funcional, e interagdes moleculares (PATRONOV; DOYTCHINOVA, 2012; TOMAR,
2010).
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Uma das aplicacbes dessa abordagem é a predicdo in silico de possiveis
epitopos antigénico/imunogénicos. A identificacdo de novos epitopos € de grande
interesse visto que direcionam melhor compreensao etiolégica de doengas,
monitoramento imunoldgico, criacdo de vacinas e otimizacdo de ensaios de
diagnodstico (BECK et al., 2007; DE OLIVEIRA et al., 2021). Assim, abordagens
utilizando ferramentas computacionais podem ser integradas as técnicas
diagnosticas com o intuito de elevar a sensibilidade e especificidade dos testes a
partir da identificagdo, caracterizagcdo ou predicao de epitopos reconhecidos por
células B e T (PATRONOV; DOYTCHINOVA, 2012; THOMAZ-SOCCOL, 2018).

Uma das principais dificuldades durante a busca por novos epitopos
encontra-se centrada na identificagcdo da regido antigénica, responsavel por
promover a ativagao do sistema imunoldgico (YAO et al., 2012). Isso porque 0s
antigenos expressos na superficie de patdgenos, ainda sao componentes
essenciais para otimizagéo de testes de diagndstico utilizados na rotina laboratorial.
Com isso, etapas de identificacdo e selegcdo de antigenos s&do essenciais para
garantir um bom desempenho dos testes (NOYA, O. et al., 2003). Além de resultar
ganhos significativos nos testes laboratoriais, essa abordagem apresenta outras
vantagens praticas, como: baixo custo, facilidade de armazenamento e transporte,
além da possibilidade de produgédo em larga escala (LANGEL, 2019).

Diversos trabalhos vém aplicando essa abordagem no diagnéstico de
diferentes doengas, como tuberculose, HIV e filariose humana (MISHRA et al., 2017,
PANDIARAJA et al., 2010). O emprego dessas moléculas possibilita a identificacdo
de anticorpos contra um determinando agente infecciosos a partir da analise de
amostras do individuo acometido (GOMARA; HARO, 2007). No contexto da LT, por
ainda nao existir uma técnica considerada padrdo-ouro, existe a necessidade de
desenvolver um método que apresente melhor precisdao (DE VRIES; SCHALLING,
2022). Uma das aplicagdes mais utilizadas na rotina laboratorial sdo as abordagens
soroldgicas, entretanto, esses testes apresentam variagées em seu desempenho,
além da frequente presenca de reagdes cruzadas com infeccbes semelhantes (DE
BRITO et al., 2020).

Visando o aperfeicoamento dos métodos de diagndstico da Leishmaniose,
nosso grupo vem empregando o uso de ferramentas in silico. De maneira geral,

observam-se diversos trabalhos explorando abordagens in silico visando um
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diagndstico mais sensivel e especifico da Leishmaniose (FLOWER,;
DOYTCHINOVA, 2002; PEREIRA, 2020; THOMAZ-SOCCOL, 2018).

Um dos principais resultados dessa linha de pesquisa, foi a identificagcao de
duas proteinas recombinantes a partir da analise in silico do proteoma predito de L.
(V.) braziliensis identificadas como, Lbrm0750 e Lbrm1140 (devido a origem de seus
genes), apresentando potencial para diagnéstico da LT a partir da analise de

sequéncias especificas de células B (TAVARES, 2017).

3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a proteina recombinante Lbrm0750 de Leishmania (Viannia) braziliensis
no ensaio de ELISA visando aperfeicoar um método de diagndstico para a

Leishmaniose Tegumentar.

3.2 OBJeTIVOS EspPEciFicos

|. Realizar a obtengdo do antigeno recombinante Lbrm0750 de L. (V.)
braziliensis;

Il. Otimizar o protocolo dos ensaios de ELISA com o uso do antigeno
recombinante LbrmQ0750;

lll. Avaliar a aplicabilidade do ensaio de ELISA utilizando o antigeno
recombinante Lbrm0750 na identificagao de pacientes portadores de LT ativa;

IV. Comparar o desempenho da performance do ELISA utilizando o antigeno
recombinante e o extrato bruto da L. (V.) braziliensis na detecgdo de pacientes

portadores de LT ativa.

4. METODOLOGIA
4.1 POPULACAO DE ESTUDO

O presente estudo utilizou amostras de sangue de pacientes portadores de
LT (N=50), apresentando les&o ativa da doenca e residentes em areas endémicas
de Pernambuco. Os pacientes, de ambos os sexos e idades variaveis, foram
recrutados por conveniéncia. O atendimento de cada paciente foi realizado por uma

meédica dermatologista do Hospital Universitario Oswaldo Cruz (HUOC), nos postos
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de saude do municipio, onde foi realizada a anamnese e a coleta de amostras. O
atendimento e coleta foi realizado em parceria com o Servigo de Referéncia em
Leishmanioses do Instituto Aggeu Magalhdes (SRL/IAM - Fiocruz/PE). Para o grupo
controle, foram utilizadas amostras (N=28) de individuos saudaveis para LT,
residentes de areas nao endémicas. O material coletado foi processado no
laboratorio de Imunopatologia e Biologia Molecular (LIBM) do Instituto Aggeu
Magalhaes- IAM/FIOCRUZ-PE, na cidade de Recife-PE.

4.2 CONSIDERACOES ETicAs

O protocolo do estudo foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa do IAM/FIOCRUZ (CAAE 11083812.7.0000.5190) (ANEXO A). Os
procedimentos para coleta de sangue somente ocorreram apods os participantes
concordarem em assinar o “Termo de Consentimento Livre e Esclarecido” (TCLE).
Os procedimentos metodolégicos do presente projeto estdo condizentes com a
conduta ética que deve nortear pesquisas envolvendo seres humanos, conforme o
coédigo de ética, resolugdo 466/12 do Conselho Nacional de Saude (CNS) e
complementares. Garantimos o sigilo e anonimato relacionado as informacgdes

obtidas na pesquisa, respeitando as recomendacdes da resolucéao.

4.3 ExaMES LABORATORIAIS DE AVALIAGAO DOS PACIENTES

A confirmacao da doenca foi realizada por meio de exames laboratoriais, em
parceria com o Servico de Referéncia em Leishmanioses do Instituto Aggeu
Magalhaes (IAM) e incluiram: pesquisa direta; puncgao aspirativa para inoculagdo em
hamster; bidpsia; e reacdo em cadeia de polimerase (PCR). Participaram do estudo,
apenas aqueles que apresentaram diagnostico positivo para LT em pelo menos dois

testes laboratoriais.

4.4 OBTENGAO DO PLASMA

A partir do sangue coletado, o plasma foi obtido apds centrifugagao a 400g
por 30 minutos em temperatura ambiente. Apds a centrifugagdo, o plasma foi
coletado, aliquotado em microtubos, identificado e estocado a -20°, até sua

utilizacao.
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4.5 OBTENGAO DAs ForRMAS PROMASTIGOTAS DE L. (V.) BRAZILIENSIS

Inicialmente, a partir de uma aliquota de formas promastigotas da L. (V.)
braziliensis da cepa de referéncia (MHOM/BR/75/M2903), mantida in vitro, foi
realizada uma expans@o em meio Schneider s suplementado com 10% de SFB e
1% de antibidtico até atingir a fase exponencial. Em seguida, os parasitos foram
transferidos para tubos de 50ml e submetidos a baixa centrifugagao (100 X g)
temperatura ambiente por 10 minutos. Para a recuperacdo dos parasitos do
sobrenadante, foram realizadas trés etapas de lavagens em solugéo salina
tamponada (PBS) contendo 10% de soro fetal bovino (SFB), nas condi¢des de 4°C,
800 X g durante 10 minutos. O sedimento formado foi homogeneizado
cuidadosamente. Por fim, a aliquota de parasitos da suspensdo foi contada

utilizando camara de Newbauer e sua concentragéo ajustada para os ensaios.

4.6 OBTENGAO Do ExTRATO BRUTO DE L. (V.) BRAZILIENSIS

Para esse processo, foram utilizadas as formas promastigotas do parasito
mantidas in vitro (Descritas no item 4.5).

Os parasitos foram transferidos para tubos cbnicos de 50ml, e submetido a
uma centrifugacdo de 400 X g por 10 min. Apds essa etapa, foram realizadas 3
lavagens com uma solugdo salina tamponada, 1x e pH 7,2. O pellet formado foi
ressuspenso em 750uL da solucdo tampao de lise branda e 250uL de inibidor de
protease. Apds essa etapa, o conteudo foi repassado para microtubos de 1,5mL.
Para a etapa de lise celular, foram realizados sucessivos congelamentos e
descongelamentos em nitrogénio liquido e banho-maria a 36°C (7x cada etapa). O
extrato bruto total do parasito foi quantificado com reagente de Bradford (5uL da
suspensao antigénica, 200uL de Bradford e 795uL de agua deionizada), obtendo
uma quantificacao final de 6,986ng/uL. Em seguida, a suspenséo foi aliquotada em

microtubos de 0,5mL e congelados a -80°C até o uso.

4.7 ORIGEM DA PROTEINA RECOMBINANTE DE L. (V.) BRAZILIENSIS
A proteina recombinante Lbrm0750 foi identificada e descrita em um estudo
anterior de nosso grupo de pesquisa, realizado por TAVARES (2017). O objetivo

principal desse estudo foi realizar uma analise in silico do proteoma predito da L.



38

(V.) braziliensis, buscando identificar possiveis epitopos imunogénicos e especificos
para células B.

Para a identificacdo dos epitopos, foi inicialmente criado um banco de dados
relacional e a ele foram depositados os proteomas de L. (V.) braziliensis. Para
avaliar o nivel de conservagdo proteica, outras espécies relacionadas foram
inseridas: L. major e L. infantum. Essa selegdo foi feita utilizando a ferramenta
BLAST (ferramenta de pesquisa de alinhamento local basica). Assim, foram
selecionadas sequéncias de L. (V.) braziliensis, que apresentaram um nivel de
conservacao acima de 70%, entre as outras espécies avaliadas. A selegcéo de
proteinas conservadas em uma espécie € importante visto que indicam maiores
chances dessas sequéncias proteicas apresentarem um papel essencial para o
funcionamento daquele organismo (TAVARES, 2017).

O passo seguinte consistiu na avaliagdo de caracteristicas que indicassem
bons candidatos a epitopos, como nivel de similaridade com proteinas de humanos
e camundongos, localizagédo celular e presenga de hélice transmembrana. Todos
esses parametros foram selecionados e minuciosamente avaliados visando ao final
identificar um antigeno ideal que para esse estudo seria aquele capaz de
reconhecer especificamente anticorpos anti-L.braziliensis (TAVARES, 2017).

ApOs a selegdo das caracteristicas desejadas para a proteina, trés diferentes
algoritmos preditores de epitopos de célula B foram utilizados, o AAP12 (CHEN, et
al., 2007), BCPredi12 (EL- MANZALAWY; DOBBS; HONAVAR, 2008) e BepiPred
(LARSEN; LUND; NIELSEN, 2006). Esses preditores foram utilizados com o intuito
de selecionar antigenos que possuissem o maior numero de potenciais epitopos
imunogénicos para o diagndstico da LT. Por fim, as sequéncias que apresentaram
maior quantidade desses epitopos foram enviadas para a sintese, resultando em

sequéncias codificadoras para a proteina recombinante denominada de Lbrm0750.

4.8 ExpPressAo E PURIFICACAO DA PROTEINA RECOMBINANTE 0750

A proteina recombinante de L.(V.) braziliensis (Lbrm0750) foi obtida conforme o
protocolo utilizado por TAVARES (2017). Inicialmente, clones de Escherichia coli da
linhagem BL21 Star™ (DE3) e a linhagem BL21 (DES3) pLysS, foram transformados
com os plasmideos de expressao, pET21a, contendo o gene da proteina. Para cada
linhagem de E.coli utilizada, as células transformadas foram separadamente

cultivadas em 20 mL de meio Luria Bertani (LB) acrescido de 2ug/ml de ampicilina e



39

2,5ug/ml de cloranfenicol, onde posteriormente permaneceram sob agitacdo de
180rpm durante 16 horas a 37°C. Apds esse periodo, foram retirados 10 ml do
volume total e adicionados a um Erlenmeyer contendo 250ml de meio LB liquido
contendo ampicilina e cloranfenicol nas mesmas concentracbes descritas
anteriormente. Esse novo recipiente foi deixado sob agitagdo, até atingir uma
densidade optica (O.D) de 0,7 a um comprimento de onda de 600 nm. Apds atingir a
OD, foi acrescentado 05M do indutor de expressdao proteica
isopropil-Beta-D-galactosideo (IPTG), indutor de expressdo analogo a lactose,
permanecendo em uma incubagao por 3 horas sob agitagao, testando as condi¢des
de temperatura a 18°C e 30°C para cada uma das linhagens de BL21. Para
confirmar a expresséo da proteina, foi retirado uma aliquota da cultura, e essa foi
fracionada em um gel de poliacrilamida (SDS-PAGE 15%). A visualizagdo do
resultado do gel foi realizada por coloracdo com o corante Comassie Blue R-250.
Para recuperacao da proteina, foi realizada uma centrifugagdo, e os sedimentos
formados foram ressuspensos em 20 mL de tampé&o de lise e equilibrio (20 mM
fosfato de sodio, 300 mM Tris, 8 M de Uréia, 5 mM de imidazol — pH 8,0). Para
realizar a purificagao proteica, o conteudo foi solubilizado por ultra-sonicagao, em 6
pulsos de 30 segundos cada, em intervalos de 1 minuto. O material obtido foi
centrifugado (12.000 g) por 30 minutos, a uma temperatura de 4°C. Por fim, o
sobrenadante foi aliquotado e incubado com 500 pL da resina Ni-NTA agarose
(Qiagen) pré equilibrada com o tampéo de lise e equilibrio, a 4°C, sob leve agitagéo.
AplOs essas etapas, a aliquota foi centrifugada a 6000x g por 1 minuto, e o
sobrenadante foi armazenado em um tubo cbnico e posteriormente, congelado a
-80°C. A resina foi lavada 3 vezes com 1ml do tamp&o de equilibrio por etapas de
suspensao e centrifugacao. Além disso, foram realizadas mais duas etapas de
lavagem por 5 minutos, utilizando um tampdo desnaturante em pH 6,0 (20 mM
fosfato de sédio, 300 mM Tris, 8 M de Uréia, 5 mM de imidazol). Em seguida, foi
realizada uma etapa de elui¢do da proteina, utilizando o tampéo de eluigdo (20 mM
fosfato de sédio, 300 mM Tris, 8 M de Uréia, 5 mM de imidazol — pH 4,5). Para cada
etapa de lavagem realizada, o sobrenadante foi aliquotado e armazenados em uma
temperatura de -80°C. Dos produtos obtidos em todas as etapas, foram coletados
10uL, para visualizagdo e conferéncia em gel SDS-PAGE. Por fim, as proteinas

obtidas foram quantificadas segundo protocolo de Bradford (Bradford, 1976).
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4.9 Ensaio bE ELISA UTiLizanbo A PrRoTEINA RECOMBINANTE 0750 DE L. (V.) BRAZILIENSIS

O protocolo foi desenvolvido in house, no Laboratério de Imunopatologia e
Biologia Molecular do IAM. Na primeira etapa, a placa foi sensibilizada com 100uL
do antigeno recombinante (0750) previamente diluido em tampao
Carbonato/Bicarbonato 0.06 M pH 9.6 e testados nas concentragdes previamente
estabelecidas de 100ng, 200ng, 400ng e 600ng. Em seguida, a proteina
recombinante ficou sob incubacdo a 4°C por 18 horas. Posteriormente, a placa foi
lavada 3 vezes com PBS 0,015 M (pH 7,2), contendo 0,05% de tween 20. Na etapa
seguinte, as amostras de plasma dos pacientes foram testadas em quatro diluicbes
(1:200, 1:400, 1:900 e 1:1800). Por fim, a diluicdo escolhida foi aplicada para a
avaliacdo das amostras. Na etapa seguinte, foram adicionados em cada pog¢o, 100
ML das amostras de plasma diluido dos pacientes e a placa foi incubada por 1 h a
37°C, e em seguida lavada, como ja descrito anteriormente. Apds as lavagens,
foram adicionados 100 yL de anti-lgG humana cadeia gama especifica conjugada a
peroxidase (Calbioquem, titulo de 1/2500), seguido de incubagao da placa por mais
1h. Posteriormente, a placa foi lavada mais 3 vezes, e, por fim, 150 yL por pogo com
cromoégeno (acido 5-amino salicilico ou OPD) com peréxido de hidrogénio foram
adicionados. Apds 30 minutos de incubacido a temperatura ambiente e na auséncia
de luz, a reacgao foi parada com 100uL, por poco, de acido sulfurico 1M. Por fim, a
leitura da placa foi realizada em um espectrofotdbmetro no comprimento de onda de
490nm.

4.10 Ensaio b ELISA UTiLizanbo 0 EXTRATO BRuTO DE L. (V.) BRAZILIENSIS

O ensaio de ELISA foi realizado com o protocolo desenvolvido no Laboratério
de Imunopatologia e Biologia Molecular do IAM. Inicialmente, a placa foi
sensibilizada com 100uL do antigeno a 500ng/mL, previamente diluido em tampao
Carbonato/Bicarbonato 0,06 M (pH 9,6) e a placa foi incubada a 4°C por 18 horas.
Apods incubacéo, a placa foi lavada 3 vezes com PBS 0,015 M (pH 7,2) contendo
0,05% de tween 20. As amostras de plasma dos pacientes foram inicialmente
testadas utilizando quatro diluigdes (1:450, 1:900, 1:1800 e 1:3600) diluidas em PBS
0.015 M pH 7,2 contendo 0,05% de tween20 e 10% de leite em pé desnatado. Por
fim, a melhor diluigdo foi escolhida e utilizadas com as amostras. Foram
adicionados, em cada po¢o, 100 yL das amostras de plasma diluido dos pacientes e

a placa permaneceu em incubacao por 1 h a 37°C, sendo em seguida lavada como
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ja descrito anteriormente. Apds essa etapa, foram adicionados 100 uL de anti-lgG
humana cadeia gama especifica conjugada a peroxidase (Calbioquem, titulo de
1/2500), seguido por uma incubacdo de 1h. Posteriormente, a placa foi lavada mais
3 vezes, e, por fim, 150 pyL por pogo do cromoégeno (acido 5-amino salicilico ou
OPD) com peroxido de hidrogénio foram adicionados. Apés 30 minutos de
incubacao, a temperatura ambiente e na auséncia de luz, a reacéo foi parada com
100uL por poco de acido sulfurico 1M. Por fim, a leitura da placa foi realizada em um

espectrofotdbmetro no comprimento de onda de 490nm.

4.11 ANALISE EsSTATiSTICA

Para essa analise, foram calculados os valores de sensibilidade, especificidade
e os valores preditivos positivos, negativos e o coeficiente Kappa. As analises
estatisticas foram calculadas utilizando a tabela de contingéncia 2 a 2 com IC
binomial exato de 95%, usando o Software OpenEpi (Versdo 2.3.1, Centros de
Controle de Doengas, Atlanta, GA, EUA). Além disso, também foi mensurada a
precisao global dos testes por meio da area sob a curva ROC (AUC) de acordo com
Swets (1988). Os graficos foram gerados pela versdo 8.02 do GraphPad Prism
(GraphPad Prism Inc., San Diego, CA).



42

5 RESULTADOS
5.1 AvALIAGAO DA ExPREssAO DA PROTEINA RECOMBINANTE 0750 UTiLIZANDO DuAS LINHAGENS
DE E. coul

Os experimentos para avaliar o melhor sistema de expressao para a proteina
0750 foram realizados com as seguintes linhagens: BL21 Star™ (DE3) e BL21
(DE3) pLysS, previamente transformadas com o vetor pET21a. Além disso, foi
utilizado como controle da indugédo o pEt21a @ (vazio), ou seja, o plasmideo
fechado sem o gene da proteina recombinante. Para avaliar o melhor sistema de
expressao foram coletadas fragbes da cultura antes e apdés a adicdo do IPTG.
Quando a expresséo foi realizada utilizando a linhagem BL21 Star™ (DE3), foram
observados baixos niveis de expressédo da proteina de interesse (Fragdes 1 e 2 da
figura 7). Por outro lado, foram expressas maiores quantidades da proteina 0750
utilizando a linhagem BL21 (DE3) pLysS (Frag¢des 3 e 4 da figura 7). A separagao
das fragdes por eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) possibilitaram
visualizar que a obtencdo proteina Lbrm0750 de aproximadamente 64 kDa foi
realizada com sucesso, conforme representada na fragao 4 da figura 7 (referente ao
pos-IPTG).

Figura 7: Avaliacao da expressao da proteina 0750 utilizando diferentes linhagens de E. coli.

kDa

ARIEES

11

Fonte: A autora (2023)
Nota: Fracionamento em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) da proteina 0750. C-: pET21a & (vazio),

ou seja, o plasmidio fechado, sem o gene da proteina recombinante 0750. As setas indicam a
expressao da proteina 0750. Fragbes 1 e 2: Pré/Pds-IPTG com a linhagem BL21 Star™ (DE3).
Fracbes 3 e 4 Pré/P6s-IPTG com a BL21 (DE3) pLysS.
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5.2 OTtimizacAo DAs MELHORES CoNDICOES DE TEMPERATURA PARA EXPRESSAO DA PROTEINA
RecomBINANTE 0750

Para avaliar a influéncia da temperatura de cultivo na expressao da proteina
0750, foram realizados ensaios com as seguintes temperaturas: 18°C e 30°C,
utilizando a frequéncia de agitacdo de 180rpm e 0,5M de IPTG. Com essa analise
foi possivel observar que a proteina foi expressa nas duas temperaturas avaliadas.
Entretanto, maior expressao proteica foi obtida, quando a inducéo foi realizada na
temperatura de 30°C. O perfil de expressdo da proteina recombinante 0750 nas

diferentes temperaturas avaliadas esta representado na figura 8.

Figura 8: Teste de diferentes temperaturas de indugéo da proteina 0750.

M Pré-IPTG 18°C 30°C

Fonte: Autora (2023)
Nota: A fragdo (M) refere-se ao marcador de peso molecular. As setas indicam a expressao da

proteina 0750 nas diferentes temperaturas avaliadas.

5.3 ExPrReEssAO DA PROTEINA RECOMBINANTE 0750

Apods selecionar as melhores condigdes para expressao da proteina do estudo,
trés diferentes colbénias transformadas com a linhagem BL21 (DE3) pLysS foram
cultivadas, a fim de observar qual demonstrava a melhor expressdo da proteina

recombinante. A colbnia bacteriana pode apresentar crescimento diferente, por esse
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motivo diferentes colbnias foram cultivadas. A escolha das colénias que seriam
induzidas foi realizada com base em suas caracteristicas macroscopicas. Apds
selecionar trés diferentes col6nias foi realizado o cultivo, separadamente, em meio
LB, com temperatura de indugcado de 30°C, e agitacdo de 180rpm. Ao final, foram
coletadas aliquotas dos extratos proteicos das diferentes culturas bacteriana e
essas foram separadas por eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE). A
figura 9 indica que houve indugao da proteina em todas as coldnias, entretanto, uma
maior quantidade da proteina foi obtida com a col6nia 1, sendo essa a col6nia

utilizada nas etapas posteriores.

Figura 9: Indugéo da proteina recombinante 0750.

C- Pré/Pés IPTG  Pré/Pés IPTG Pés/Pré IPTG

TIRNIER

-
o

(Colénia 1) “ (Coloénia 2) (Colbnia 3)

Fonte: A autora (2023)
Nota: Fracionamento em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) da midi indugdo da proteina 0750. O gel
mostra como controle negativo (C-) o vetor de expressédo pET21a & (vazio), ou seja, o plasmideo
fechado, sem nenhum gene da proteina. Na sequéncia, o pré e pos IPTG de cada uma das colbnias.

As setas indicam a expressao da proteina 0750 nas diferentes colbnias.

5.4 TesTE DE SoLuBILIDADE DA PROTEINA RECOMBINANTE 0750

Visando uma melhor purificagdo da proteina 0750, foi realizado o teste de
solubilidade. Esse teste foi conduzido para analisar caracteristica de solubilidade da
proteina 0750, assim como qual a concentragao ideal de ureia seria necessaria para
observar maior grau de pureza da proteina (a proteina € considerada soluvel
quando se encontra no sobrenadante e insoluvel quando esta presente no pellet).

Para execugao dos testes, foi utilizado o tampao de lise e equilibrio (20 mM fosfato
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de sodio, 300 mM Tris, 5 mM de imidazol — pH 8,0). O tampao foi preparado de
quatro formas, variando a concentragédo de ureia nas seguintes condi¢des: 2M, 4M,
6M e 8M. Além disso, também foi produzido o tamp&o sem ureia para avaliar o
comportamento da proteina nessa condi¢gdo. Dessa forma, cinco padrbes de
expressdao da proteina foram analisados. Apds a separagdo do pellet e
sobrenadantes por centrifugagao, os tampdes com cada uma das concentragdes de
ureia foram adicionadas as fragdes. O teste de solubilidade indicou que a 0750 é
uma proteina soluvel, visto que foi identificada sua presencga na fragao referente ao
sobrenadante. Ao avaliar a melhor concentracdo de ureia a ser utilizada,
observou-se a presenga da proteina em todas as fracbes avaliadas com as
diferentes concentragcdes de ureia, entretanto, a expressdo foi mais eficiente na
concentracdo de 8M devido a maior quantidade de proteina presente na fragao
relacionada ao sobrenadante. Os testes com as diferentes concentracdes de ureia
podem ser observados na figura 10, representando a proteina 0750 com

aproximadamente 64 kDa.

Figura 10: Teste de solubilidade da proteina 0750

O -
(SEM UREIA) (UREIA: 2M]) (UREIA: 4M) (UREIA: 6M) (UREIA: 8M)
Fonte: Autora (2023)
Nota: Avaliagao da solubilidade e condigbes de melhor expressao da proteina recombinante 0750
utilizando tampdes sem ureia e com diferentes concentragdes de ureia. (P) indica a fragdo do pellet
(insoluvel). (S) indica a fragdo com sobrenadante (soluvel). As setas indicam a expressao da proteina

0750 nas diferentes condicdes de ureia.
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5.5 PuRIFICACAO DA PROTEINA RECOMBINANTE 0750

Apds a otimizacdo do protocolo de obtencado da proteina recombinante, a
purificacdo foi realizada. Todas as fracbes obtidas no processo de purificagcado
mediante a utilizacdo de diferentes tampdes descritos na metodologia, o material foi
analisado por eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE). Ao final, foi
possivel observar a proteina com maior grau de pureza presente na fragao referente
ao processo de eluicdo (Eluicdo 1). Sendo assim, 0s ensaios posteriores na
metodologia de ELISA foram realizados utilizando a proteina obtida nessa fragao.
Por fim, a proteina 0750 obtida foi quantificada segundo protocolo de Bradford
apresentando uma quantificagdo de 13,33ng/pL. A figura 11 demonstra todas as
etapas da purificagdo, e qual fragdo pode-se observar a proteina com o maior grau

de pureza (E1), apresentando peso molecular de aproximadamente 64 kDa.

Figura 11: Purificagcdo da proteina recombinante 0750

o] C-M P S L1 L2 E1 E2 R

Fonte: Autora (2023)

Nota: Fracionamento em gel SDS-PAGE. O gel mostra como controle negativo (C-) o vetor de
expressdo pET21a @ (vazio), sem o gene da proteina 0750. (M) representa o marcador de peso
molecular. (P) indica o pellet. A fragdo sobrenadante (S) indica a fragdo de proteinas que néo se ligou
aresina. L1 e L2 significam lavagens 1 e 2. E1 e E2 significam elui¢gdes 1 e 2, com seta

representando a fragao escolhida. R significa resina.

5.6 OTimizacAo po Ensaio be ELISA PARA 0 DIAGNOSTICO DE PACIENTES PORTADORES DE LT
UTiLizanDo A PROTEINA RECOMBINANTE 0750

Visando otimizar as condigdes ideais para o teste de ELISA utilizando como
antigeno a proteina recombinante 0750, diferentes etapas foram realizadas.
Inicialmente, visando determinar a concentragdo em nanograma da proteina

recombinante para os ensaios, foram testadas quatro diferentes concentracgdes:
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100ng, 200ng, 400ng e 600ng, utilizando amostras sabiamente positivas e negativas
para LT. Como controle interno da reacéo, foi aplicada um antigeno ja conhecido e
utilizado nos ELISAs indiretos convencionais, o extrato bruto de proteinas da L (V.)
braziliensis. Os resultados obtidos foram expressos a partir da densidade Optica
(DO) apresentada por cada amostra positiva e negativa. Para avaliar a melhor
concentracédo a ser utilizadas nos ensaios, foi realizado um calculo da variagao (A)
da DO. Avaliando os diferentes valores obtidos da DO foi definido como
concentracdo de escolha a que apresentou o maior delta. Dentre as concentragdes
testadas com a proteina 0750, a de 100ng foi a concentracdo de escolha por

apresentar maior variagdo de DO (A =0, 229), conforme representado na figura 12.

Figura 12: Padronizagc&o da concentracdo em nanogramas da proteina recombinante LbrmQ0750
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Fonte: Autora (2023).

Em seguida, as otimizagdes continuaram, € um novo ensaio foi realizado
para determinar a melhor diluigdo das amostras de plasma a serem utilizadas. Para
essa etapa, foi utilizada a proteina 0750 na concentracédo previamente padronizada
(100ng), e essa foi testada com amostras sabidamente positivas e negativas para
LT nas seguintes diluicbes: 1:200, 1:400, 1:900 e 1:1800. Os resultados dessa
analise foram expressos a partir da densidade Optica (DO) apresentada por cada

amostra. Dentre as diluigdes testadas, a diluicdo de 1:200 foi a que apresentou a
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maior variagao de DO (A =0, 478), sendo essa a diluicao escolhida para os ensaios

posteriores (Figura 13).

Figura 13: Padronizagéo da diluigido do plasma para a proteina recombinante Lbrm0750
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Fonte: Autora (2023).

5.7 AVALIACAO DA ProTEINA RECOMBINANTE 0750 NA IDENTIFICACAO DE PORTADORES DE LT
ATRAVES DO TESTE DE ELISA.

Apos as etapas de padronizacdo, foi avaliada a aplicabilidade da proteina
0750 na identificacdo de amostras de pacientes portadores de LT ativa, por meio do
ensaio de ELISA. Para essa anadlise, foram utilizadas amostras sabidamente
positivas de pacientes portadores de LT (n=50), na diluigdo padronizada de 1:200, e
amostras de individuos saudaveis, como o grupo controle, na mesma diluigdo. O
limiar de reatividade do ensaio foi calculado considerando os valores de
sensibilidade e especificidade.

Para avaliar o resultado do ELISA, foi inicialmente calculado o cut-off para o
teste a partir da construgcdo da curva ROC (Receiver Operating Characteristic
Curve), com base na reatividade das amostras do grupo controle. O resultado foi
expresso a partir da DO das amostras, menos o valor do Branco (Sem adicdo do

antigeno ou plasma), apresentando ao final um valor de 0,2795. Sendo assim,
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apenas amostras que apresentaram um valor de DO acima de 0,2795 foram
consideradas positivas para o teste. Das amostras avaliadas, 80% (40/50) foram
consideradas positivas para LT, como demonstrado na figura 14. Ao avaliar as
amostras do grupo controle, houve reconhecimento de 35,7% (10/28) dessas

amostras pela proteina 0750.

Figura 14: Reatividade das amostras de portadores de LT no teste de ELISA utilizando a
proteina 0750
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Fonte: Autora (2023).

5.8 OTtimizacAo po Ensaio pe ELISA PARA o DIAGNOSTICO DE PACIENTES PORTADORES DE
LT UTiLizanbo o exTrAaTO BRUTO DE L. (V.) BRAZILIENSIS
As etapas de padronizagao utilizando o extrato bruto da L (V.) braziliensis
foram realizadas e analisadas semelhante as etapas descritas anteriormente,
utilizando a proteina recombinante 0750.
Sendo assim, a primeira padronizacdo foi realizada para definir a
concentracao ideal do extrato bruto a ser utilizado nos ensaios de ELISA. Para isso
foram testadas as seguintes concentragbes: 100ng, 200ng, 400ng e 600ng,

utilizando amostras sabiamente positivas e negativas para LT. Os resultados foram
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obtidos da mesma maneira ja descrita para a proteina recombinante 0750. Dentre

as concentragcdes da proteina testadas com esse antigeno, as concentragdes de

400ng e 600ng se destacaram como ideais. Dessa forma, foi escolhida a

concentracao intermediaria de 500ng, visto que ja foi uma concentragao utilizada em

outros trabalhos do nosso grupo de pesquisa (PEREIRA, 2021).

Figura 15: Padronizagéo da concentragao do extrato bruto total de proteinas da L. (V.) braziliensis.
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Fonte: Autora (2023).

Nota: DO significa a densidade 6ptica. O simbolo A representa a variagao.

Em seguida, as otimizagdes continuaram, e um novo ensaio foi realizado para

a valiar a melhor diluicdo do plasma. Para essa etapa, foram testadas amostras

positivas e negativas para LT utilizando diluicbes previamente conhecidas: 1:450,

1:900, 1:1800 e 1:3600. Os resultados para essa analise também foram expressos a

partir da densidade 6ptica (DO) apresentada por cada amostra. Dentre as diluicbes

testadas, a diluicdo de 1:450 foi a que apresentou a maior variagdo de DO (A =

1,256), sendo essa a diluicdo escolhida para os ensaios posteriores.
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Figura 16: Padronizagao da diluigdo do plasma para o extrato bruto total de proteinas da L.

(V.) braziliensis
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Fonte: A autora (2023)

5.9 AVALIAGAO DO EXTRATO BRUTO DE L. (V.) BRAzILIENSIS NA IDENTIFICAGAO DE PORTADORES
DE LT ATRAVES DO TESTE DE ELISA

Apos as etapas de padronizacdo, o desempenho do teste de ELISA,
utilizando o extrato bruto de L (V.) braziliensis, foi avaliado. Para esse ensaio foram
utilizadas 50 amostras (as mesmas amostras utilizadas no ensaio de ELISA com a
proteina recombinante 0750) de pacientes positivas para LT diluidas na
concentracdo padronizada de 1:450. A sensibilizagdo ocorreu com o extrato bruto
de L (V.) braziliensis na concentracdo de 500ng. O calculo do limiar de reatividade
do ensaio foi realizado a partir das amostras negativas. O resultado foi expresso a
partir da DO das amostras, menos o valor do Branco (Sem adi¢do do antigeno ou
plasma), apresentando ao final um valor de 0,640. Sendo assim, apenas amostras
que apresentaram um valor de DO acima de 0,640, foram consideradas positivas

para o teste. Com isso, das 50 amostras avaliadas, 36% (18/50) foram consideradas
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positivas para LT, segundo o referido teste (FIGURA 17). Ao analisar as amostras do

grupo controle, ndo houve identificagcdo dessas como positivas pelo teste.

Figura 17: Resultado do teste de ELISA com o extrato bruto para identificagcdo de pacientes

portadores de LT.
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5.10 ComparACAO DO DESEMPENHO DA PROTEINA RECOMBINANTE 0750 E 0 EXTRATO BRUTO DE
L. (V.) BRAZILIENSIS PARA O DIAGNOSTICO DA LEISHMANIOSE TEGUMENTAR Por ELISA

No presente trabalho o desempenho do teste de ELISA utilizando a proteina
recombinante 0750 foi comparado ao desempenho da técnica convencional,
utilizando o extrato bruto do parasito. Ambos antigenos foram avaliados com base
em sua capacidade em detectar pacientes com LT ativa.

Para a analise do desempenho de cada antigeno frente as amostras de
pacientes portadores de LT e o grupo controle na metodologia de ELISA, foram
construidas curvas ROC (Receiver Operating Characteristic). Analisando cada curva
ROC, observa-se que a area sob a curva (ASC) do ELISA utilizando o extrato bruto
(ASC=0,902; 1C95%= 0,830-0,975) foi discretamente superior em relagdo ao
desempenho apresentado pela proteina 0750 (ASC=0,811; 1C95%=0,714-0,907).
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Figura 20: Comparacgao entre as curvas ROC da proteina 0750 e o antigeno bruto de L.

(Viannia) braziliensis
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Fonte: Autora (2023).
Legenda: A — Curva ROC do teste de ELISA utilizando o extrato bruto da L. (V.) braziliensis; B-
Curva ROC do teste de ELISA utilizando a proteina recombinante 0750.

Para comparar a performance geral dos antigenos utilizados nesse estudo no
ensaio de ELISA, foram realizados calculos dos parametros de sensibilidade e
especificidade obtido com cada uma das moléculas. Além disso, foram calculados
os valores preditivos positivos (VPP) e valores preditivos negativos (VPN) (TABELA
1). Esses resultados demonstram que a sensibilidade apresentada pela proteina
0750 foi superior a observada com o antigeno bruto. Por outro lado, ao avaliar a
especificidade do antigeno bruto, essa foi de 100%, superior a observada com a
proteina 0750 que foi 64, 29%. Por fim, foi calculado o indice de Kappa, avaliando a
concordancia entre os resultados. Para a proteina recombinante 0750, o indice de
concordancia obtido foi considerado moderado (0.442), em contraste a

concordancia obtida com o extrato bruto do parasito foi considerada regular (0,287).
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Tabela 1: Analise de desempenho dos testes de ELISA com a proteina 0750 e o extrato bruto de L.

(V.) braziliensis

Sensibilidade Especificidade VPP VPN Kappa

Proteina 0750
(95% IC)

80% 64.29% 80% 64.29% 0.4429
(66.96,88.76)  (45.83,79.29)  (66.96,88.76)  (45.83,79.29) (0.2209 - 0.6648)

Extrato bruto
(95% IC)

36% 100% 100% 46.67% 0.2877
(24.14, 49.86) (87.94, 100) (82.41, 100) (34.63,59.11")  (0.1319 - 0.4434)

Fonte: Autora (2023)

Nota: (IC): Intervalo de confianga, (VPP): Valores preditivos positivos e (VPN): Valores preditivos

negativos.
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6 DISCUSSAO

A Leishmaniose Tegumentar continua sendo considerada um grave problema
de saude publica. Para o diagndstico ndo existe uma técnica considerada padrao
ouro (DE BRITO et al., 2020). As principais alternativas sao baseadas em ensaios
soroldgicos, como a IFl e o ELISA, entretanto, essas técnicas podem apresentar
limitagdes. Uma das principais dificuldades encontra-se relacionada ao tipo de
antigeno utilizado, que pode influenciar diretamente nos parametros de
sensibilidade e especificidade (DE SOUZA et al., 2019). Segundo Noya et al (2003),
para que um teste de diagndstico sorolégico apresente um bom desempenho, a
escolha de um bom antigeno é essencial.

Uma das abordagens sorolégicas mais utilizadas na rotina laboratorial é o
ensaio de ELISA. Esse teste possibilita a aplicagdo de diferentes moléculas como
antigenos, podendo ser o extrato bruto de Leishmania ou proteinas recombinantes
(MIRO et al., 2008). O ELISA convencional indireto para LT, utilizando o extrato
bruto de proteinas do parasito como antigeno, apresenta consideravel desempenho,
entretanto os resultados sdo heterogéneos (CHIARAMONTE et al., 1999; PEDRAL-
SAMPAIO et al, 2016). Além disso, reagbes cruzadas com outros
tripanosomatideos sé&o observadas com frequéncia (DE BRITO et al.,, 2020; DE
VRIES et al., 2022).

Visando o aperfeigoamento do teste de ELISA, diversos trabalhos vém
focando na producao de antigenos recombinantes (CELESTE et al., 2004; ABASS,
et al., 2013; DE SOUZA, et al. 2019; DIAS et al., 2018; GALVANI et al., 2021). No
cenario da LT, Sato et al (2017) geraram uma promissa proteina recombinante
(rLb6H) de L. (V.) braziliensis que aplicada no ensaio de ELISA, apresentou
sensibilidade (100%) e especificidade (98%). Resultados promissores também
foram obtidos por Souza (2013) utilizando como antigeno a proteina recombinante
rHSP70, apresentando sensibilidade superior a 80%. Além do direcionamento para
o diagnéstico, a identificagcdo de potenciais epitopos através de ferramentas de
bioinformatica vem sendo utilizada com outros objetivos, como desenho de vacinas
(OLIVEIRA et al., 2021) e imunoterapias (BECK et al., 2007).

Na perspectiva de aperfeicoar o ensaio de ELISA, o presente trabalho propbs
a utilizacdo de uma promissa proteina recombinante. A proteina recombinante foi
obtida em um trabalho anterior do grupo (TAVARES, 2017) mediante a aplicagao de

ferramentas de bioinformatica para analise do proteoma predito da L. (V)
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braziliensis. Essa analise possibilitou a identificacdo de epitopos imunogénicos e
especificos para células B e posterior construcdao da proteina recombinante
Lbrm0750 que foi expressa em Escherichia coli.

A E. coli € um dos sistemas de expressdao mais utilizado na obtencido de
proteinas recombinantes, por apresentar vantagens como: ser de facil manipulagao,
baixo custo referente ao seu crescimento e facilidade de producéo de proteina em
larga escala (CUI et al., 2016; ZHANG et al., 2022). Entretanto, diferentes fatores
podem influenciar no processo de expressao heterdloga. Além de caracteristicas
relacionadas diretamente ao modelo de expressao utilizado, outros parametros,
como a composicdo do meio de cultivo, taxa de crescimento especifico no instante
de inducgao, tipo de molécula indutora, e a temperatura de cultivo, podem influenciar
no rendimento final da proteina (POPQV et al., 2011; SAWERS; JARSCH, 1996).
Dessa maneira, observa-se a necessidade de avaliar as condigdes ideais para que
a proteina seja altamente expressa (PAPANEOPHYTOU; KONTOPIDIS, 2014), uma
vez que o propodsito principal da expressao de proteinas recombinantes é ao final
conseguir um alto rendimento do produto (PAPANEOPHYTOU; KONTOPIDIS, 2014;
SORENSEN, MORTENSEN, 2005),

Visando uma melhor obtengao da proteina 0750 para ser avaliada no ensaio
de ELISA, parametros relacionados ao melhor sistema de expresséo a ser utilizado,
temperatura ideal e caracteristicas relacionadas a solubilidade foram previamente
avaliados. Primeiramente, para indicar o melhor sistema de expressao, duas
linhagens de E. coli foram testadas, a linhagem BL21 Star™ (DE3) e BL21 (DE3)
pLysS. A realizagdo desse teste € de extrema importancia, uma vez que nem todo
sistema de expressao ira garantir um alto rendimento proteico (ZHANG et al., 2022).

No presente estudo, embora tenha sido observado a expresséo da proteina
recombinante 0750 em ambas linhagens, uma maior quantidade de proteina foi
expressa ao utilizar a linhagem BL21 (DE3) pLysS. A designagédo DE3 significa que
as cepas possuem uma coépia cromossOmica do gene RNA polimerase 7 sob o
controle do promotor /lacUV5 (JHEONG et al., 2005; JHEONG et al., 2009). Essa
presenca possibilita a expressao proteica mediante a adigdo do indutor que atua
como analogo da lactose, o isopropil-3B—D—1-thiolgalactopyranoside (IPTG).
Entretanto, pode ser observado com frequéncia uma expressao proteica em nivel
basal na linhagem BL21 Star™ (DE3), o que pode resultar em toxicidade a proteina
(GOPAL; KUMAR, 2013). Por outro lado, a linhagem BL21 (DE3) pLysS controla
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melhor a expressao basal devido a presenga da lizosima, que atua degradando a
polimerase T7 basal, reduzindo sua expressé&o na auséncia de um indutor (GOPAL;
KUMAR, 2013; ROSANO; MORALES; CECCARELLI, 2019). Dessa forma, o maior
rendimento da proteina 0750 pode ser atribuido a essas caracteristicas apresentada
pela linhagem. Resultado semelhante apresentando boa expressao de proteina com
a BL21 (DE3) pLysS também ja foi relatado por Machado, 2016.

Além do tipo de sistema de expressdo, a temperatura utilizada durante a
expressao o processo € outra importante variavel. Ao analisar a influéncia da
temperatura foi observado a expressdao da proteina nas duas temperaturas
avaliadas, 18 e 30°C. Trabalhos como o de Papaneophytou; Kontopidis (2014), ja
relataram que temperaturas de inducdo mais elevadas podem afetar a estabilidade
plasmidial e consequentemente a expressao da proteina. Entretanto, analisando a
expressao da proteina 0750, uma melhor expressao proteica foi observada ao testar
a temperatura de 30°C, quando comparado a 18°C. Resultado semelhante foi obtido
por Ramos (2018), que analisando diferentes temperaturas de indugéo, observou
melhores resultados utilizando temperaturas mais elevadas. Corroborando com
esses resultados, Donovan et al (1996), descrevem que temperaturas até 30°C
viabilizam a expressao de proteinas soluveis. Uma possivel explicacdo, esta
relacionada com a taxa de crescimento ideal da E. coli. De acordo com Noor et al
(2013) a temperatura 6tima de crescimento para essa bactéria encontra-se entre
37°C e 39°C, coincidindo com a temperatura em que o promotor /ac desempenha
sua atividade maxima.

O passo seguinte consistiu na avaliacdo de caracteristicas relacionadas a
solubilidade da proteina. A solubilidade é um parametro importante a ser avaliado
no momento de expressao (LIDDY et al.,, 2010). Quanto mais soluvel a proteina,
menor a possibilidade de formag¢do de corpusculos de inclusdo (NIIRANEN et al.,
2007). A presenca desses corpusculos pode acarretar perda de funcionalidade e
dobramento errado da proteina (FISCHER; SUMMER; GOODENOUGH, 1993). No
presente estudo, a proteina 0750 apresentou-se como soluvel por ser observada na
fracdo referente ao sobrenadante. Essa caracteristica possibilitou o avango dos
ensaios para a etapa seguinte de purificagdo, sem a necessidade de avaliar outras
condicbes para a obtencdo da proteina, o que ocorreria em uma situacdo de
proteina insoluvel (FERRER-MIRALLES et al.,, 2014). A etapa de purificacdo da
proteina 0750 foi facilitada pela presenca de uma tag de histidina adicionada no
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final de sua sequéncia durante as etapas de estudos in silico de sua sequéncia e
sintese. A histidina apresenta afinidade por ions de metais bivalentes, como o
niquel (NI2+) presente na resina utilizada no processo de purificacdo (GE
HEALTHCARE, 2010). Dessa forma, durante a interagao do lisado bacteriano com a
resina, a proteina que apresentar a tag de histidina ficara retida na coluna devido a
afinidade com o niquel da resina, enquanto proteinas enddégenas da bactéria sao
lavadas e descartadas mediante a adicdo de tampdes.

Apods a otimizagao do protocolo de obtencao da proteina recombinante, foram
realizados os ensaios de ELISA. Esse teste possibilita a aplicagdo de diferentes
molécula como antigenos, podendo ser o extrato bruto de Leishmania spp. ou
proteinas recombinantes (MIRO et al., 2008). O desempenho final do ensaio,
sobretudo relacionados a sua sensibilidade e especificidade, dependem do antigeno
utilizado (SOLANO-GALLEGO et al.,, 2014). A etapa de otimizacdo de ambos
antigenos para ser utilizados no ensaio de ELISA foi realizada com éxito. Quando
avaliada a capacidade de reconhecer amostras de pacientes portadores de LT, a
proteina 0750 identificou um numero maior de pacientes sabidamente positivos,
apresentando melhor sensibilidade, em comparagdao com a identificacdo das
mesmas amostras utilizando o extrato bruto do parasito. A melhor sensibilidade
global, atribuida a proteina 0750, pode ser justificada por seu processo de
identificacdo. TAVARES (2017) efetivou essa etapa por meio da utilizagdo de
ferramentas de bioinformatica em que foi realizada a analise do proteoma predito da
L. (V.) braziliensis. Essa analise permitiu a identificacdo de epitopos imunogénicos e
especificos para células B, com potencial para diagnéstico.

A sensibilidade obtida com a proteina 0750 condiz com outros estudos que
utilizaram proteinas recombinantes obtidas de L. (Viannia) braziliensis, como, por
exemplo, a rK108, rLbHyM, rLHHs, rHSPH83, RAZ2, rLb6H, e a rLb8E (CELESTE., et
al, 2004; ABASS, et al., 2013; SATO, et al., 2017; LIMA, et al, 2017; DIAS, et al.,
2018; DE SOUZA, et al. 2019).

A implementacdo dessas moléculas na metodologia do ELISA resultou em
melhor sensibilidade e especificidade do ensaio, em relagdo a sensibilidade obtida
com o extrato bruto do parasito. Em conjunto, esses resultados corroboram com o
estudo realizado por Zanetti et al (2019) ao qual é reforgcado a melhor sensibilidade

do ensaio de ELISA utilizando proteinas recombinantes como antigeno, em
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comparacgao ao ELISA convencional baseado em antigenos soluveis de Leishmania
spp.

Contudo, ao avaliar a especifidade do ensaio de ELISA, utilizando a proteina
0750, a mesma apresentou limitagdes nessa questdo. Ao analisar amostras de
controles saudaveis, a proteina recombinante identificou uma parcela das amostras
como falso-positivo. Resultados falso-positivos também ja foram observados com a
proteina rK39, considerada um marcador de diagnéstico eficaz. Foi avaliado com a
rK39 reatividade cruzada com doencas relacionadas a LV, bem como em individuos
saudaveis residentes em areas endémicas de Leishmaniose (SUNDAR et al., 2002).
Uma possivel justificativa pode estar relacionada com a heterogeneidade observada
na resposta imunoldgica apresentada por cada individuo, o que poderia reduzir a
eficacia diagnostica da proteina recombinante. Pereira (2022) utilizando a proteina
0750 no ensaio de ELISA também observou que a proteina ndo conseguiu
diferenciar com eficiéncia o titulo dos participantes do grupo controle.

E valido destacar que durante a construgdo da proteina 0750 a sequéncia
proteica de L. braziliensis foi selecionada com base no nivel de conservagéo que
apresentavam com as outras espécies de Leishmania, o que pode justificar o
falso-positivo observado no ensaio de ELISA. Sabe-se que o grupo controle
avaliado no presente estudo era sabiamente negativo para a LT, contudo, néo se
tem conhecimento a respeito de outras possiveis doengas que poderiam ter
ocasionado um aumento na quantidade de anticorpos no plasma desses individuos.
Desse modo, os resultados falso-positivos podem ser provenientes do possivel
excesso de anticorpos que poderiam facilmente se ligar de maneira cruzada. Outra
possivel explicacdo para os resultados falso-positivos obtidos com a proteina 0750
pode estar relacionado ao processo de purificacdo, visto que embora tenha sido
obtido um certo grau de pureza nessa etapa, foi possivel observar resquicios de
proteina enddgena da bactéria E. coli o que pode ter interagido com as amostras do
grupo controle durante o ensaio de ELISA. Uma possivel alternativa para contornar
essa limitacdo seria a realizacdo do processo de purificagdo da proteina
recombinante de forma automatizada. Dessa maneira, seria obtido um melhor
rendimento da proteina em sua forma mais pura, descartando a interferéncia de
resquicios de proteinas enddégenas da E. coli.

Diante dos resultados obtidos, cada antigeno aqui avaliado se destacou em

um ponto analisado para o diagnéstico da LT, sensibilidade e especificidade. E
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importante pontuar a maior sensibilidade obtida com a proteina 0750. A avaliagcéo
da curva ROC construida para essa proteina, embora ndo tenha sido superior ao
observado com extrato bruto do parasito, o desempenho apresentado pode ser
classificado como excelente. Esse resultado complementa os estudos realizados por
Tavares (2017) que, conforme ja descrito, identificou epitopos imunogénicos e
especificos para células B, apresentando potencial para o diagndstico da LT.

Dessa forma, observa-se que sdo necessarios mais estudos com a proteina
0750, sobretudo em relagcdo a sua interagcdo com amostras do grupo controle.
Contudo, a aplicacdo dessa proteina especifica de Leishmania (V.) braziliensis
direcionada ao ensaio de ELISA parece ser uma alternativa promissora para a

obtengao de um diagndstico rapido e eficaz da LT.
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7 CONCLUSAO

a) A otimizacdo do protocolo de obtengdo da proteina recombinante Lbrm0750
possibilitou sua purificagao e aplicagéo para o diagnostico da LT;

b) A utilizacdo do extrato bruto de L. (V.) braziliensis no ensaio de ELISA
demonstrou ndo ser a abordagem mais adequada para o diagndstico, pois a
baixa sensibilidade apresentada na deteccédo de pacientes portadores de LT
ativa;

c) A utilizagdo do antigeno recombinante 0750 no ensaio de ELISA, demonstrou
o aperfeicoamento da técnica porque foi observada maior sensibilidade,

comparando-se com o ELISA utilizando o extrato bruto do parasito.
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DADOS DO PARECER

Niamero do Parecer: 3.839.158

Apresentagao do Projeto:
Trata-se de uma Emenda elaborada para prorrogagao e alteragao da equipe de pesquisa.

Objetivo da Pesquisa:

Prorrogar de cronograma e alterar equipe.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

A coleta de sangue pode causar um leve desconforto, como dor no local da punc¢ao, e, raramente, pode
levar ao aparecimento de uma mancha roxa ao redor da picada, causada pelo extravasamento de pequena
quantidade de sangue (hematoma). A bidpsia é a retirada de um pequeno pedago da lesdo, aplicando-se
um anestésico; normalmente, ndo oferece riscos, exceto um pequeno sangramento no local ou um ponto de
infecgdo, que pode ser tratado com limpeza e medicacdo locais. A biépsia sera realizada pela médica
participante do projeto no hospital onde ela trabalha.

Beneficios:

Avaliar se o participante apresenta algum sinal de infecg&o ou se & imune a desenvolver a leishmaniose.
Esse trabalho trara grande beneficio no estudo da leishmaniose, pois ajudara a entender melhor sobre a

protecdo das pessoas a esta doencga.

Enderego: Av. Prof Morass Rego, s/n®

Bairro: Cidade Universitaria CEP: 50.670-420

UF: PE Municipio: RECIFE

Telefone: (81)2101-2639 Fax: (81)2101-2639 E-mail: comiteetica@cpgam fiocruz br
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