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RESUMO

A Leishmaniose Tegumentar apresenta uma ampla diversidade clinica com variabilidade no
espectro de gravidade, o que dificulta o diagndstico clinico. O tratamento efetivo e o controle das
leishmanioses dependem de um diagnostico acurado e precoce, de maneira a evitar o
desenvolvimento de doencas crdnicas e/ou de lesdes desfigurantes. Diferentes métodos de
diagnostico sdo usados para a confirmacdo da doenga, entretanto, o diagnostico utilizando os
métodos disponiveis, apresentam dificuldades seja na coleta do material, execucao da técnica ou
ainda na conclusdo do resultado. Nesse contexto antigenos purificados sintéticos ou recombinantes
tém sido identificados com objetivo de melhorar o diagnostico dessa parasitose. No presente
trabalho, realizamos a sele¢do e sintese de peptideos para serem testados em diagndstico soroldgico
da LT. Os peptideos foram selecionados por mapeamento de epitopos para células B detectados
simultaneamente por dois softwares, BCPreds ¢ ABCpred, em 6 proteinas identificadas por nosso
grupo como promissoras para diagnostico da LT. Dessa forma 20 sequencias foram sintetizadas e
procedemos a triagem dos antigenos com “pool” de soros positivos e negativos e selecionamos 9
peptideos com um indice de reatividade (IR) superior a 1,5. Os métodos ELISA e CLIA utilizando
esses 9 peptideos foram avaliados quanto a sensibilidade (S), especificidade (E), valor preditivo
positivo (VPP), valor preditivo negativo (VPN) e area sob a curva (AUC) com soro de pacientes
com LT(n=30) e saudaveis (n=29). Avaliamos também reacdes cruzadas utilizando soros de
pacientes com leishmaniose visceral (n=30), paracocciodomicose (n=8) e esporotricose (n=10). A
reacdo de ELISA com o peptideo BT7 apresentou os melhores resultados, com elevada AUC=
0,934, S=88%, E= 97%, VPP =97%, VPN =88% (p <0,0001), e baixo indice de reagdo com LV
(3%) e auséncia de reagdo com soro de pacientes com paracocciodomicose € esporotricose. O
melhor resultado no CLIA foi obtido com o peptideo HS3 que apresentou elevada AUC= 0,909,
S=94%, E= 77%, VPP =75%, VPN =94% (p <0,0001) e, apesar do elevado indice de reacdo com
LV (96%), ndo apresentou reagdo cruzada com paracocciodomicose e baixo indice de reatividade
com esporotricose (12%). Além disso, a combinagao dos peptideos BT7 e EL1 aumentou a eficacia
dos testes, sendo que essa combinagdo no ELISA mostrou superioridade ao CLIA, com AUC de
0,971, sensibilidade de 96%, especificidade de 88%, VPP de 92% e VPN de 94%. No CLIA, a
combinag¢do dos antigenos BT7 e EL1 ndo apenas melhorou a especificidade, mas também manteve
a AUC obtida com os antigenos isolados. Esses resultados sugerem novos potenciais antigenos

para diagnodstico sorologico da LT.

Palavras-chave: Leishmaniose Tegumentar; Diagnostico soroldgico; Peptideo sintético



ABSTRACT

Cutaneous leishmaniasis presents a broad clinical spectrum with variability in severity, which
complicates the clinical diagnosis. Effective treatment and control of leishmaniasis rely on accurate
and early diagnosis to prevent the development of chronic conditions and/or disfiguring lesions.
Various diagnostic methods are used to confirm the disease; however, these methods often
encounter difficulties in material collection, technique execution, and result interpretation. In this
context, synthetic or recombinant purified antigens have been explored to enhance the diagnosis of
this parasitosis.In this study, we selected and synthesized peptides for testing in the serological
diagnosis of cutaneous leishmaniasis (CL). Peptides were chosen by mapping epitopes for B cells
detected simultaneously using two software programs, BCPreds and ABCpred, across six proteins
identified by our group as promising for CL diagnosis. Consequently, 20 sequences were
synthesized, and the antigens were screened with a pool of positive and negative sera. We selected
9 peptides with a reactivity index (RI) greater than 1.5. We evaluated the sensitivity (S), specificity
(E), positive predictive value (PPV), negative predictive value (NPV), and area under the curve
(AUC) of the ELISA and CLIA methods using these 9 peptides. Additionally, we assessed cross-
reactions with sera from patients with visceral leishmaniasis (n=30), paracoccidioidomycosis
(n=8), and sporotrichosis (n=10).In the ELISA assay, the BT7 peptide exhibited the best
performance, with a high AUC of 0.934, sensitivity of 88%, specificity of 97%, PPV of 97%, and
NPV of 88% (p < 0.0001). It showed a low reaction rate with leishmaniasis (3%) and no reaction
with sera from patients with paracoccidioidomycosis and sporotrichosis. The best result in the
CLIA method was achieved with the HS3 peptide, which demonstrated a high AUC of 0.909,
sensitivity of 94%, specificity of 77%, PPV of 75%, and NPV of 94% (p <0.0001). Despite a high
reaction rate with leishmaniasis (96%), this peptide showed no cross-reactivity with
paracoccidioidomycosis and a low reactivity rate with sporotrichosis (12%).Furthermore,
combining the BT7 and EL1 peptides improved test efficacy. The combination in ELISA showed
superior performance compared to CLIA, with an AUC of 0.971, sensitivity of 96%, specificity of
88%, PPV of 92%, and NPV of 94%. In CLIA, the combination of BT7 and EL1 antigens not only
improved specificity but also maintained the AUC achieved with the individual antigens. These

results suggest new potential antigens for the serological diagnosis of cutaneous leishmaniasis.

Keywords: Cutaneous Leishmaniasis; Serological Diagnosis; Synthetic Peptide
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I-INTRODUCAO

Leishmanioses e Leishmania

As leishmanioses sdo doencas infecciosas negligenciadas, classificadas entre as principais
endemias globais, com maior incidéncia no sul da Asia, leste da Africa, regido mediterranea e
América Latina. Estima-se que afetem cerca de 14 milhdes de pessoas anualmente, com 2 milhdes
de novos casos registrados por ano (OMS, 2020). A doenca, vem sendo descrita em varios
municipios brasileiros, em média, cerca de 3.500 casos sdo registrados anualmente e o coeficiente
de incidéncia ¢ de 2,0 casos/100.000 habitantes (BRASIL, 2024).

Sdo causadas por parasitos do género Leishmania, pertencentes a ordem Kinetoplastida
(Ross, 1903, Honigberg, 1963). Dividido nos subgéneros Leishmania (Leishmania), L. (Viannia),
L. (Souroleishmania) e L. (Mundinia) (Lainson e Shaw,1987; Epinosa et al., 2018) o género
Leishmania compreende cerca de 35 espécies, destas, aproximadamente 20 s3o patogénicas para
os seres humanos (Ashford, 2000). Esses protozoarios sao transmitidos por meio da picada de
fémeas do inseto vetor, dipteros da familia Psychodidae, subfamilia Phlebotominae (Lainson &
Shaw 1978), pertencentes aos géneros Lutzomyia, nas Ameéricas € Phlebotomus, no Velho Mundo
(Alexander et al., 2002). Nas américas cerca de 54 espécies de vetores estdo potencialmente
envolvidas na transmissao (Desjeux, 1996).

Os flebotomineos, ao se alimentarem em um hospedeiro infectado, ingerem o sangue
contendo células com as formas arredondadas e sem flagelo livre, denominada amastigota. Uma
vez no intestino médio do vetor, os protozodrios se multiplicam e se diferenciam em promastigotas
metaciclicas, assumindo a forma de células moéveis e flageladas. Posteriormente, essas
promastigotas metaciclicas migram para a probdscide do inseto e em uma nova alimentacao
sanguinea em animais vertebrados, sdo regurgitadas juntamente com a saliva do vetor (Bates et al.,
2003). Diversas pesquisas tém indicado elementos que contribuem para a capacidade infectante do
flebotomineo enquanto vetor. A saliva do artropode, bem como as substancias secretadas pelo
proprio parasito, desempenham um papel fundamental ao facilitar a sobrevivéncia e
estabelecimento do protozoario no hospedeiro (Abdeladhim, 2014, Serafim et al., 2021). Além

disso, a segunda refei¢do de sangue aumenta a presenca das formas promastigotas metaciclicas no
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intestino médio de flebotomineos infectados por Leishmania, potencialmente aumentando a
infecciosidade do vetor (Serafim et al., 2016).

As formas promastigotas, ao serem fagocitados por células do sistema fagocitico-
mononuclear, como os macrofagos, demonstram capacidade de persistir nessas células devido a
mecanismos que as permitem evadir as respostas imunologicas do hospedeiro, as quais visam
controlar a progressdo do parasito e o estabelecimento da doenga. Através de processos
bioquimicos, as promastigotas sofrem transformagdes morfologicas e se convertem em formas
amastigotas (Scott e Noveis, 2016). Essas formas parasitarias sao internalizadas em um vacuolo
parasitoforo, formado pela fusdo com o lisossomo, resultando na formagdo do fagolisossomo
(Dermine et al., 2000). Uma vez dentro dos macréfagos, as formas amastigotas proliferam e se
espalham para outras células do mesmo tipo, dependendo de diversos fatores relacionados tanto ao
parasito quanto ao hospedeiro (Liu e Uzonna, 2012; Duque e Descoteaux, 2015). Quando um
hospedeiro infectado € picado por outro flebotomineo, os amastigotas presentes em seu organismo
sdo ingeridos juntamente com o sangue (Bates et al., 2003). Apds o desenvolvimento desses
amastigotas em promastigotas, conforme descrito anteriormente, as formas promastigotas migram
para a regido bucal do flebotomineo e sdo injetadas em um novo hospedeiro, dando continuidade

ao ciclo da doenga.

Manifestacoes clinicas

As leishmanioses podem se manifestar em diversas formas clinicas. Um dos principais
determinantes do tipo de patologia € a espécie e viruléncia do parasito, juntamente com a resposta
imunoldgica e a susceptibilidade genética do hospedeiro. As leishmanioses sdo tradicionalmente
categorizadas em duas formas: Leishmaniose Visceral (LV) e Leishmaniose Tegumentar (LT),
cada uma causada por espécies diferentes do parasito (Kwang-Poo Chang., 2002).

Leishmaniose Visceral ¢ causada pelas espécies do complexo L. donovani. Sua forma
antroponotica € provocada pela espécie Leishmania (L) donovani, ao passo que a forma zoondtica
da doenca ¢ causada pelas espécies L. (L.) infantum e L. (L.) chagasi, atualmente consideradas
sinonimas (Lainson & Shaw, 1987; Mauricio et al., 2001). Na area urbana, os caes (Canis
familiaris) exercem um papel de extrema relevancia na epidemiologia da LV zoonética,
identificados como o principal reservatorio do parasito para humanos. Essa relacao decorre de sua

alta suscetibilidade a infec¢do, intenso parasitismo cutaneo e alta proximidade com o homem
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(Gontijo et.al 2004; Dantas-Torres et al., 2006). Além de atuarem como reservatorios, os caes
podem desenvolver a leishmaniose visceral canina (LVC), uma enfermidade que progride
lentamente e pode ser desafiadora de diagnosticar por sintomas clinicos, necessitando de exames
laboratoriais especificos (Abranches. et al., 2014.). Em humanos, trata-se de uma doenga sistémica
grave, com taxa de fatalidade superior a 95% se ndo diagnosticada e tratada adequadamente (WHO,
2022). A forma tipica dessa doenca em humanos ¢ caracterizada por febre, perda de peso com um
parasitismo intenso e disseminado em 6rgaos como figado, bago e medula 6ssea (Desjeux, 2004).
Apos a infecgdo por Leishmania, os pacientes podem permanecer assintomaticos por varios anos
at¢ que a doenca se manifeste, frequentemente em decorréncia da imunossupressao.
Aproximadamente 20% dos pacientes com leishmaniose visceral apresentam coinfec¢do com o
HIV (Wilhelm, 2019). O risco de desenvolver leishmaniose visceral aumenta de 100 a 2.320 vezes
em virtude da infec¢do pelo virus (Van Griensven et al., 2014). O diagndstico ¢ fundamentado em
parametros clinicos e epidemioldgicos que podem resultar em ambiguidade, podendo ser
confundido com as doencgas linfoproliferativas e esquistossomose. Por essa razdo, é essencial
empregar associagdo de métodos parasitoldgicos, sorologicos e imunoldgicos, para estabelecer
com maior precisdo o diagndstico dessa doenca (Reimao ef al., 2020).

A Leishmaniose Tegumentar ¢ uma doenga endémica em 88 paises, e dentre eles, Brasil,
Colombia, Peru, Nicaragua e Bolivia sdo os que apresentaram o maior registro de casos.
Atualmente no Brasil a doenca estd em um notavel processo de expansao geografica, abrangendo
novas areas do territério nacional. Em 2022, o Brasil contabilizou mais de 13.000 casos da doenga,
sendo que Minas Gerais registrou mais de 1.000 casos (OMS, 2020; SINAN, 2023). Anteriormente,
a LT era limitada a 4reas de vegetagdo primdria, fundamentalmente uma zoonose de animais
silvestres, acometendo humanos em contato com esse ambiente. No entanto, atualmente tem sido
observada em dreas rurais quase totalmente desmatadas, regides periurbanas e urbanas (Ursine et
al., 2022). Esse avango pode ser atribuido a fatores como migragdo populacional, ocupagdo de
encostas e a formacao de aglomerados em centros urbanos associados a matas secundarias ou
remanescentes (Jacobson, 2011; Confalonieri et al., 2014) No Brasil, as principais espécies
envolvidas na transmissdo dos parasitos que causam a LT sdo: Lutzomyia flaviscutellata, Lu.
whitmani, Lu. umbratilis, Lu. intermedia, Lu. wellcomei e Lu. migonei (Killick-Kendrick,1999).
Em areas endémicas ¢ muito comum a sobreposi¢do de espécies potenciais vetores para diferentes

espécies de Leishmania (Margonari et al., 2010 ; Saraiva et al., 2015).
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As espécies que constituem os agentes etiologicos da Leishmaniose Tegumentar no Brasil
sdo Leishmania (Viannia) braziliensis, L. (V.) guyanensis, L. (V.) lindenbergi, L. (V.) lainsoni, L.
(V.) naiffi, L. (V) shawi e L. (Leishmania) amazonensi (Figueira et al., 2017; Basano e Camargo,
2004; Laison et al., 2010;). Essas espécies causam manifestagdes que se dividem nas seguintes
formas clinicas: leishmaniose cutinea localizada (LCL), leishmaniose cutanea difusa (LCD),
leishmaniose mucocutanea (LMC), leishmaniose cutdnea disseminada (LCDB). A LCL, ¢ a forma
mais comum da LT, com a formagdo de uma tlcera no local de entrada do parasito em formato
circulares ou ovais, com base eritematosa, infiltrada, firme, avermelhada e granulosa e borda
elevada bem delimitada, quando tipicas (Scorza et al., 2017) variante mais severa da infeccao
provocada pela Leishmania amazonensis ¢ reconhecida como leishmaniose cutdnea difusa
(Hashiguchi et al., 2016; Christensen et al., 2019). Essa manifestacdo ¢ menos comum e ocorre em
pacientes uma deficiéncia na resposta especifica ao antigeno da espécie. Inicia-se de forma
insidiosa, apresentando uma unica lesdo e pouca resposta ao tratamento. Ao longo do tempo, a
doenga progride caracterizada pela formagao de placas e multiplas nodulagdes ndo ulceradas que
se espalham por grande extensao da pele com abundancia de formas amastigotas. Além dessa forma
grave, L. amazonensis também pode causar a forma mais comum, a LCL (Goto & Lindoso, 2010).
Na leishmaniose mucosa (LMC), as lesdes tém o potencial de danificar parcial ou completamente
a mucosa das areas nasal, oral e faringea. Essa condi¢ao ocorre principalmente nas Américas como
uma consequéncia da falta de tratamento adequado para a leishmaniose cutanea, frequentemente
associada a espécie L. braziliensis (Abadias-Granado, 2021; Silveira et al., 2004). Essa forma
clinica associa-se a elevados niveis de anticorpos circulantes, como IgG1 e, principalmente, IgG3
(Junqueira Pedras et al., 2003). Em alguns individuos, ¢ observada a manifesta¢do disseminada da
infeccdo cutdnea (LCDB), em que ¢ possivel identificar tanto as lesdes primarias quanto as
secundarias na pele. A propagagdo agil do parasito caracteriza esses casos, 0S quais estdo
vinculados principalmente as espécies L. braziliensis e L. amazonensis (Silveira et al. 2004). Além
das formas clinicas tipicas, a literatura descreve casos de leishmaniose tegumentar atipica, nas
quais as lesdes exibem caracteristicas incomuns e ndo se encaixam nas formas clinicas
tradicionalmente definidas da doenca. Essas lesdes apresentam alteracdes histologicas que resultam
em uma variedade de manifesta¢des clinicas, incluindo papulas, lesdes verrucosas, queloides, bem

como placas crostosas e ulceradas (Quaresma et al., 2018).
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Observa-se que a Leishmaniose Tegumentar ¢ uma doenca de grande complexidade
imunoldgica, na qual o perfil da resposta imune a infeccdo por Leishmania sp. influencia
significativamente na gravidade e no desenvolvimento da doenga (Auria et al., 2019). De maneira
geral, a resposta imunologica em pacientes infectados apresenta um equilibrio entre as respostas
Th1 e Th2, o que pode resultar em danos teciduais cronicos e na persisténcia do parasito (Castellano
et al., 2009). A patologia do tecido associada as infecgdes tegumentares por Leishmania spp. €
relacionada a uma resposta imune vigorosa do tipo 1 aos antigenos do parasito, sendo que uma
resposta imune eficaz contra a infecgao esta ligada a ativacao de Th1, mediada por citocinas pro-
inflamatorias que promovem a ativagao dos macrofagos e a eliminagao dos parasitos (Rossi e Fasel,
2018). O tamanho da lesdo se correlaciona diretamente com a magnitude da produg¢do de TNF
estimulada por antigenos de Leishmania. Por outro lado, a suscetibilidade e a progressdao da doenca
sdo frequentemente mediadas pela resposta do tipo 2, que favorece a replicagdo e a persisténcia
dos parasitos (Castellano ef al., 2009). Assim, a doenga clinicamente evidente pode surgir quando
o equilibrio entre fatores pré e anti-inflamatdrios se torna distorcido, incluindo leishmaniose
cutinea localizada (LCL) e manifestagdes atipicas mais extremas.

Na imunidade humoral, estudos realizados com modelos murinos demonstram que os
anticorpos secretados pelas células B desempenham um papel crucial na neutralizagao,
opsonizagado e ativacdo do sistema complemento (SC). A ativagdo do SC ¢ destacada como uma
importante primeira linha de defesa contra o parasito no hospedeiro vertebrado (Mauri e Bosma,
2012; Gurung e Kanneganti, 2015). A intensidade dessa resposta humoral parece estar diretamente
relacionada a carga parasitaria e a cronicidade da infecgdo, sendo observados titulos significativos
de anticorpos em todas as manifestagdes clinicas da LT (Conde ef al., 2022).

A leishmaniose tegumentar exerce um impacto significativo na satde publica, ndo apenas
devido a sua ampla distribuicdo geografica, mas também em virtude dos profundos efeitos
psicossociais que provoca. As formas clinicas cronicas da doenga, associadas a cicatrizes faciais
marcantes, contribuem para a estigmatizacdo e dificuldades na integracao social. Essas lesdes
podem limitar oportunidades de emprego e exacerbar a pobreza e as desigualdades sociais
enfrentadas por muitas pessoas afetadas, ampliando a gravidade da doenga (Wijerathna et al., 2018;
Carvalho et al., 2023).

Considerando as diversas formas clinicas e as variantes atipicas da doenca, bem como os

efeitos socioecondmicos associados, € imprescindivel que o diagnostico seja rapido e preciso para
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a detec¢do precoce da doenca ativa. Isso permite uma avaliagdo epidemiologica exata, evita
possiveis reagdes cruzadas com outras condigdes e contribui para a reducdo da gravidade da
doenga, possibilitando o inicio oportuno do tratamento especifico (Aronson et al., 2017; Gurel et

al., 2020; Shrestha et al., 2024).

Diagnosticos da Leishmaniose Tegumentar

O diagnostico da Leishmaniose Tegumentar ¢ realizado através de critérios clinicos e
epidemioldgicos em conjunto com exames laboratoriais (Reimdo et al., 2020). A avaliagdo
considerando as caracteristicas da lesdo e os dados epidemioldgicos ¢ de grande importancia para
suspeitar da doenca. No entanto, devido a constante expansdao geografica, bem como as diversas
formas de lesdes e semelhangas com outras doengas, como esporotricose, hanseniase,
paracoccidioidomicose, torna-se essencial a confirmagao por meio de metodologias de diagndstico
diferencial (Nascimento et al., 2019). Atualmente os métodos laboratoriais incluem técnicas
parasitoldgicas, moleculares, histopatoldgicas e imunologicas (Vries et al., 2022).

O método parasitologico direto ¢ considerado o de primeira escolha, envolvendo a
identificacdo das formas amastigotas em esfregacos lesionais obtidos de biopsias, raspagens ou de
impressao, corados pelo método de Giemsa. Com o auxilio de um microscopio Optico, os parasitos
sao identificados como estruturas com didmetro de 2—4 pm, exibindo nucleo e cinetoplasto
distintivos. Este método é reconhecido por sua simplicidade, custo acessivel e alta especificidade
(Sousa et al., 2014). Contudo, a sensibilidade do teste pode ser afetada pela experiéncia do
profissional, evolugdo da doenca e tipo de amostra (De Mello et al., 2011). Por outro lado, 0o método
parasitoldgico indireto envolve o cultivo in vifro, onde o material biologico € inoculado em meio
de cultura. Apos o desenvolvimento dos parasitos, verifica-se a presenca de formas promastigotas
no meio de cultura. Esta técnica apresenta desafios significativos devido ao potencial de
contaminagdo por fungos e bactérias, e pode exigir at¢ 30 dias para alcangar um resultado
conclusivo (Rasti et al., 2016). Além disso, a sensibilidade da técnica € relativamente baixa,

variando de 50% a 70% (Pourmohammadi ef al., 2010).

Entre os métodos moleculares empregados rotineiramente em centros diagnosticos,
destaca-se a Reagcdo em Cadeia da Polimerase (PCR, do inglé€s Polymerase chain reaction), devido
a sua alta sensibilidade e especificidade, em comparacdo com os métodos diagndsticos atuais para

LT, com a possibilidade de diferenciagdo das espécies através da PCR-RFLP. A PCR ¢ indicada
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quando ha lesdo atipica de leishmaniose cutidnea e baixa carga parasitaria, ou quando o método
parasitoldgico direto ¢ negativo. A partir da reagdo ¢ possivel detectar o parasito em diferentes
tipos de amostras biologicas, como esfregagco sanguineo, swab, aspirado e biopsia de lesao (Al-
Jamebreh et al., 2006, Ertabaklar et al., 2015). Diversos estudos tém destacado a alta sensibilidade
desse método na andlise do esfregaco sanguineo, apontando-o como uma promissora opgao para
diagnostico menos invasivo em comparacao ao método parasitologico direto, que necessita de
biopsia (Mesa et al., 2020). Com os avangos tecnologicos, a técnica evoluiu para PCR quantitativa,
que simplifica a necessidade de utilizar multiplas técnicas para identificar os resultados, sendo

atualmente recomendada para monitorar a resposta ao tratamento da doenca (Ramiréz et al., 2023)

Embora a técnica de PCR demonstre alto desempenho, é complexa, tem custo elevado e
requer padronizagdo, uma vez que ndo ha protocolos definidos. Portanto, seu uso atual ¢
principalmente restrito a centros de referéncia e pesquisa, o que limita a expansao dessa técnica em
paises em desenvolvimento. Por outro lado, como alternativa para simplificar os requisitos da PCR,
plataformas de diagndstico isotérmicas foram recentemente desenvolvidas e avaliadas. Entre elas,
destaca-se a amplificacdo isotérmica mediada por loop (LAMP), que oferece um diagndstico rapido
e eficiente, mantendo alta especificidade e sensibilidade para a deteccdo da LT (Adams et al., 2018;
Erber et al., 2022). Alguns ensaios utilizando esse método demonstraram a capacidade de
identificar o DNA de espécies como L. donovani, L. tropica e L. major (Verma et al., 2017). A
visualizag¢do dos resultados pode ser realizada de maneira simples, com muitos ensaios exibindo
mudanca de cor ou turbidez, permitindo a leitura do sinal a olho nu ou com o uso de cameras de

luz UV simples, dispensando equipamentos de alta tecnologia (Celeste et al. 2019, Nzelu et al.,

2019).

Uma outra alternativa para um diagnéstico mais acessivel € o método histopatoldgico, que
também ¢é empregado rotineiramente. E realizado a partir da biopsia da borda da lesdo, sendo o
tecido parafinado e corado com hematoxilina-eosina, e posteriormente analisado por microscopia
optica em busca de formas amastigotas, além da avaliacdo dos processos inflamatérios tipicos da
doenca, como o infiltrado inflamatorio rico em histidcitos, plasmocitos e linfocitos, com presenga
de granuloma e hiperplasia epidérmica. Assim como no método parasitologico direto, a
identificagdo das formas amastigotas ¢ uma pratica complexa, e o diagndstico pode ser ainda mais

inconclusivo devido as caracteristicas histopatoldgicas que variam conforme o tempo da lesdo e a
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interagdo parasito-hospedeiro. Nesse sentido, a técnica de imuno-histoquimica possibilita
aprimorar essa identificacdo e localizacdo de antigenos em cortes histoldgicos, utilizando
anticorpos especificos que, quando revelados, geram coloragao visivel ao microscéopio optico (Al-
dhalimi e Jasim, 2023). Recentemente, Freire ef al. (2020) empregaram anticorpo monoclonal anti-
mTXNPx (mAb) recombinante de Leishmania para avaliar a viabilidade da marcacdo de
amastigotas por imuno-histoquimica (IHQ). O estudo foi conduzido em bidpsias de pele de
hamsters experimentalmente infectados com Leishmania amazonensis, Leishmania braziliensis e
Leishmania guyanensis, demonstrando sensibilidades superiores na IHQ variando de 85,7% a
79,6%, em comparagdo com 77,6% no exame direto e 65,3% no histopatoldgico. A especificidade
foi superior a 90%, e o foi demonstrado que o tem capacidade de identificar pacientes com
leishmaniose cutanea independentemente da carga parasitaria. A utilizacdo da imuno-histoquimica
no diagnostico da leishmaniose cutdnea contribui para melhorar a sensibilidade em relagdo aos
métodos histopatoldgicos evidenciando eficacia na detec¢do do parasito mesmo em lesdes atipicas

(Marques et al., 2017; Shirion et al., 2014).

Introduzida na pratica médica em 1926 por Montenegro, a intradermorreacdo de
Montenegro (IDRM) foi historicamente o método mais utilizada no diagnostico laboratorial da
leishmaniose tegumentar, tanto na forma cutdnea quanto na mucosa. Esse teste traduz a resposta
de hipersensibilidade tardia mediada por células T aos antigenos de Leishmania, ¢ realizado por
meio da injecdo intradérmica de uma suspensdo de promastigotas mortas de Leishmania
braziliensis no antebraco do paciente. A positividade da reagdo ¢ indicada pela formagdo de
vesicula, papula ou area de infiltracdo perceptivel ao toque, sendo considerados resultados
positivos os didmetros de 5 mm ou maiores (Melo et al., 1977). A sensibilidade do teste varia de
77% a 95,4%, enquanto a especificidade varia de 57% a 77,4%, evidenciando um desempenho
satisfatorio inclusive na deteccao da infecgdo em amostras com baixa carga parasitaria que resultam
negativas em métodos moleculares (Pinheiro et al., 2020). Contudo, o teste nao diferencia pacientes
com sintomas agudos daqueles curados ou em tratamento (Viana et al., 2011). Devido a sua
execugdo simples e baixo custo, a IDRM foi amplamente adotada no Brasil. No entanto, a produgao
do antigeno de Montenegro foi interrompida a partir de 2016 devido a falta de infraestrutura
adequada no Centro de Producao e Pesquisa de Imunobioldgicos, onde o antigeno era fabricado no

pais (Braz, 2019).



20

Dentre os métodos imunolédgicos de diagnostico de infecgdes, os testes sorologicos
baseiam-se na avaliacdo da resposta imunologica humoral do hospedeiro através da deteccao de
anticorpos. Contudo, sua eficacia ¢ frequentemente limitada, especialmente devido a presenga de
baixos niveis de anticorpos especificos em pacientes com LC. O enzyme-linked immunosorbent
assay (ELISA), dentre as reagdes soroldgicas, destaca-se pela alta sensibilidade e especificidade,
dependentes do antigeno utilizado (Souza et al., 2015; Medeiros et al., 2022; Sato et al., 2016) Este
método desempenha um papel crucial no diagnostico das leishmanioses, superando métodos
invasivos que detectam diretamente parasitos em esfregacos de tecido. Além disso, sua praticidade
permite o teste simultdneo de varias amostras, proporcionando rapidez na execugdo e custo
reduzido (Freire et al., 2021). O emprego frequente do antigeno total, proveniente do lisado de
promastigotas de Leishmania spp., pode ocasionalmente induzir a resultados falsos positivos em
certas situagoes, devido principalmente as variabilidades na sensibilidade, decorrentes das distintas
metodologias (Zanetti et al., 2019). Atualmente, ha um interesse crescente na identificacdo e
caracterizagcdo de antigenos purificados, recombinantes ou mesmo peptideos sintéticos, com o
objetivo de aprimorar a sensibilidade e a especificidade dos testes soroldgicos utilizados no
diagnostico da leishmaniose tegumentar.

Com o avanco da protedmica, uma variedade de técnicas foi desenvolvida para a separagao,
identificacdo e quantificagdo de proteinas, viabilizando estudos com diversas aplicagdes na area
bioldgica. Isso inclui o aprimoramento de testes diagnosticos pela identificacdo de novas moléculas
bioativas e marcadores bioldgicos que podem ser utilizados tanto para diagnostico quanto para
progndstico de doencas, além de servirem como candidatos a imunogenos em vacinas. Além disso,
a utilizagdo de ferramentas de bioinformatica ¢ uma poderosa estratégia para identificacdo e
obtenc¢do de novos antigenos como a predi¢ao de epitopos de células B, resultando na geracao de
um grande niimero de novos candidatos antigénicos para diagnostico sorologico (Resende ef al.,
2012). Os antigenos obtidos por meio desses métodos podem consistir em diversas proteinas
recombinantes que sao potencialmente combinadas em diferentes testes sorologicos, contribuindo
significativamente para o aumento da especificidade no diagndstico da leishmaniose tegumentar
(Souza et al., 2015, Vale et al., 2022, Medeiros et al., 2022).

Recentemente, proteinas recombinantes empregadas como antigenos em ensaios
imunoenzimaticos, como o ELISA, demonstraram alta reatividade em amostras positivas para

Leishmaniose Tegumentar (LT). Sato et al. (2017) investigaram o uso de uma proteina
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recombinante de L. brasiliensis (rLb6H) como antigeno no ELISA, analisando 500 soros que
incluiam individuos saudaveis, pacientes positivos para LT e com outras doencas infecciosas. O
teste apresentou sensibilidade de 100% e especificidade de 98,5% (em relagdao aos controles
saudaveis) na detec¢do de anticorpos em soros de pacientes com LT. Apenas uma minoria das
amostras de pacientes com doencga de Chagas apresentava anticorpos contra rLb6H (17%), e nao
houve reacdo com soro de pacientes com histoplasmose, malaria, paracoccidioidomicose,
toxoplasmose e tuberculose. Posteriormente, em 2024, Valencia-Portillo e colaboradores
validaram o teste rLb6H-ELISA utilizando amostras de diferentes regides do Brasil (74,3%
apresentaram a forma cutanea e 25,7% a forma mucosa) alcangando uma sensibilidade de 98,6%
(IC 95%: 92,3-99,9) e uma especificidade de 100% (IC 95%: 94,8—100,0).

Ha um crescente interesse na utilizacdo de peptideos como antigenos para o diagndstico
sorologico da leishmaniose tegumentar, uma vez que a producdo ndo requer a manuten¢do do
parasito, estabilidade e permite a combinacao de diferentes antigenos, além de conferir aumento
da sensibilidade dos testes diagndsticos e redugdo de reagdes nao especificas (Link et al., 2017;
Pandey ef al., 2021). Recentemente, Medeiros ef al. (2022) compararam diferentes antigenos em
ensaios ELISA, incluindo uma proteina recombinante de L. braziliensis (rTryP), um peptideo
altamente antigénico dessa proteina (MNEPAPP) e antigenos soluveis Leishmania braziliensis
(ASLb), também realizaram ensaios de imunofluorescéncia (IFI). No ELISA, a utilizagdao do
peptideo MNEPAPP como antigeno apresentou uma acuracia superior em comparagao com os
outros antigenos testados e com os ensaios de Imunofluorescéncia, (rTryP 89,29%, ASLb com
65,00%, e IFI com 37,14%) Para os autores, esse resultado sugere que o uso de uma por¢ao menor
da proteina pode levar a um aumento na ligacao especifica entre antigeno e anticorpo, refletindo
uma reagao mais eficaz e precisa.

A utilizagdo de antigenos mais especificos em métodos de baixo custo, facil execugdo e
com resultados rapidos ¢ altamente desejavel para aprimorar o diagnostico da LT. Uma inovagao
na reacdo de ELISA vem sendo testada pelo nosso grupo de pesquisa com o uso de proteinas
recombinantes e peptideos sintéticos, o Chemiluminesente enzyme-linked imunosorbent assay
(CLIA) utiliza uma molécula luminescente como marcador da reagdo resultando em uma analise
quantitativa mais precisa em comparagdo com a medida de absorbancia da reagcdo convencional
(Fonseca et al,, 2019; Leite, 2019). Isso oferece uma vantagem ao proporcionar uma medi¢ao

absoluta na andlise, além de rapida obtengdo dos resultados (Cinquanta et al.,2017). Leite (2019)
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comparou o desempenho do CLIA e ELISA para diagnostico da LT, utilizando como antigenos
proteinas recombinantes (PQ, PQ20 e C9) que j& haviam apresentado bons resultados no
diagnostico sorologico da leishmaniose visceral humana. Os resultados do estudo mostraram que
o teste CLIA apresentou maiores valores de acuracia em comparacao ao ELISA para todos os
antigenos testados. Os valores AUC no CLIA por antigeno foram: PQ10 = 0,71, PQ20 = 0,91, e
C9 = 0,94, este ultimo antigeno, C9, demonstrou o melhor desempenho, apresentando sensibilidade
de 92%, especificidade de 83% e auséncia de reatividade cruzada com soro de pacientes com outras
infec¢des dermatologicas.

Pelo exposto, observa-se que a Leishmaniose Tegumentar apresenta uma ampla diversidade
na sua manifestacdo clinica, mostrando um polimorfismo significativo e uma variabilidade no
espectro de gravidade dos sinais e sintomas, o que dificulta o diagndstico clinico. O tratamento
efetivo e o controle das leishmanioses dependem de um diagndstico acurado e precoce, de maneira
a evitar o desenvolvimento de doengas cronicas e/ou de lesdes desfigurantes. Diferentes métodos
de diagndstico sdo usados para a confirmagdo da doenga, entretanto, o diagndstico utilizando os
métodos disponiveis, apresentam dificuldades seja na coleta do material, execucao da técnica ou
ainda na conclusdo do resultado. Nesse contexto, em nosso grupo de pesquisa Lima e colaboradores
(2017) identificaram proteinas antigénicas frente a soros de pacientes humanos com Leishmaniose
Tegumentar mas ndo naqueles com Leishmaniose Visceral, as quais sdo também mais abundantes
nas espécies Leishmania amazonensis € L. braziliensis, causadoras de LT, em relagdo a L. infantum,
agente de LV. Em outro estudo do grupo (Celeste 2019), utilizando soro de hamster infectado
experimentalmente com as trés espécies acima, identificou proteinas reativas exclusivamente na
infeccdo por L. amazonenses. A partir dessas proteinas anteriormente identificadas, por meio da
predicao de epitopos de células B e da sintese de peptideos, torna-se viavel explorar potenciais
regides de interacdo dessas proteinas com o soro de pacientes com LT.

No presente trabalho, realizamos a selecdo e sintese de peptideos para serem testados em
diagnostico soroldgico da LT. Os peptideos foram selecionados por mapeamento de epitopos para
células B detectados simultaneamente por dois softwares, BCPreds e ABCpred, em 6 proteinas
identificadas por nosso grupo como promissoras para diagnoéstico da LT, e avaliados como
antigenos pelos métodos de ELISA e CLIA. Foi possivel demonstrar que alguns desses peptideos

apresentam potencial para melhorar significativamente o diagndstico sorologico desta doenca.
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II-OBJETIVOS

Objetivo geral

Identificar novos antigenos para diagnostico sorologico de Leishmaniose Tegumentar.

Objetivos especificos
- Mapear epitopos para células B em proteinas identificadas pela imuno protedmica como
imunogénicas e diferencialmente abundantes em L. amazonensis.
- Padronizar sorologia por CLIA e ELISA e realizar a triagem dos melhores peptideos para
diagnéstico da LT;
- Avaliar o desempenho do CLIA no diagnostico de LT com os antigenos selecionados.
- Avaliar o desempenho do ELISA no diagnostico de LT com os antigenos selecionados.
- Investigar a ocorréncia reagdo cruzada nas reagcdes padronizadas do ELISA e do CLIA
- Investigar o desempenho dos peptideos frente a soro provenientes de diferentes regides

do pais nas reagdes ELISA E CLIA.
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III- METODOLOGIA

I11.1 Predicao de epitopos e sintese dos peptideos

As proteinas imunorreativas identificadas por Lima et al., 2017 a partir do soro de pacientes
com LT e LV e as proteinas reativas ao soro de hamster infectado com L. amazonensis
identificadas por Celeste 2019 foram utilizadas para o mapear epitopos de célula B. Para isso,
foram utilizados dois softwares: BCPreds, disponivel em http://ailab.cs.iastate.edu/bcpreds/ e
ABCPred, disponivel em http://www.imtech.res.in/raghava/abcpred/. Os epitopos gerados por
ambos os softwares foram comparados, permitindo selecionar aqueles resultantes da sobreposicao
das predigoes pelos dois softwares simultaneamente. Previamente foi determinado que o tamanho
ideal desses peptideos deve variar entre 9 e 14 aminoacidos, pois a fenda dos anticorpos, onde os
epitopos se ligam, apresentam uma abertura que acomoda cerca de 10 aminoécidos (Lopes, 2006).
Os peptideos selecionados foram adquiridos comercialmente por meio do servigo de sintese de
peptideos do Laboratorio de Imunologia e Gendmica de Parasitos do Depto de Parasitologia

ICB/UFMG.

II1.2-Soros

Em cada etapa do trabalho foram utilizadas diferentes amostras de soros que estdo descritas

a seguir quanto a procedéncia, numero e critério diagndstico.

II11.2.1- Padronizacio das técnicas e triagem dos peptideos

Durante a fase inicial da padroniza¢do das reagdes ELISA e CLIA e triagem dos peptideos,
foram utilizados pools de soros de Minas Gerais, caracterizadas como de pacientes com LV, LT e
CN (controle negativo), todas provenientes do ambulatdrio do Instituto René Rachou (FIOCRUZ-
MG) e gentilmente doadas pelo pesquisador Edward Oliveira. Os soros de pacientes com LT com
a forma cutdnea localizadas (n=30) e LV (n=30) foram confirmados pelo diagndstico
parasitoldgico direto por método de imprint e diagnostico sorologico DAT respectivamente, e os
soros CN (n=29) foram confirmados por ELISA- RK 39. Cada pool foi preparado com igual

volume de cada 10 amostras, totalizando 3 pools por grupo de amostra: LT, LV e CN. A autorizagao
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ética foi obtida junto ao conselho institucional da FIOCRUZ e ao comité nacional de ética em

pesquisa na Plataforma Brasileira CAAE: 30429114.1.3001.5091.

I11.2.2- Avaliacdo das reacoes ELISA e CLIA

Na avaliacdo das reagdes de ELISA e CLIA realizadas com os peptideos apos triagem,
foram utilizados os soros de pacientes de Minas Gerais com LT (n=30), e controle negativo (n=29),

descritas acima e gentilmente cedidas pelo Dr. Edward Oliveira.

I11.2.3- Reac¢oes cruzadas

Para avaliar o potencial de reatividade cruzada dos antigenos testados no ELISA e no
CLIA, foram utilizadas amostras de pacientes com esporotricose (n=10) e paracoccidioidomicose
(n=8), gentilmente cedidas pelo Dr. Bodo Wanke da FIOCRUZ-RJ (in memoriam). Além de soro
humano de pacientes com LV (n=30) e controle negativo (n=29) descritas acima e gentilmente

cedidas pelo Dr. Edward Oliveira.

I1.2.4 —Avaliacio com outras regioes geograficas

Para avaliar o desempenho dos peptideos como antigeno para diagnostico sorologico por
ELISA e CLIA em pacientes de outras regides geograficas, foram utilizadas amostras positivas
para LT de pacientes da regido Centro-oeste do pais, especificamente de Goiania- Goids (n = 15),
cedidas pela Dr. Fatima Ribeiro Dias (UFG), diagnosticados por exames histopatologicos e PCR.
Essas amostras também haviam sido previamente caracterizadas como originadas de infe¢des
causadas por parasitos do subgénero Leishmania (Viannia) (n=12), e pela espécie L. amazonensis
(n=3) por meio da técnica Polymerase Chain Reaction -Restriction Fragmente Length

Polymorphism (PCR- RFLP).

I11. 3- Padronizacao das reacées de ELISA e triagem dos peptideos

A triagem dos peptideos foi iniciada pela padronizacdo a fim de indicar as melhores
dilui¢des para soro, conjugado e peptideos, além de eleger o tipo de placa as quais os peptideos
melhor aderem.

Com esse proposito, o primeiro ensaio foi conduzido para determinar a concentracao 6tima
do antigeno 0,5ug/well, 1ug/well e 10ug/well, e o tipo de placa flexivel, de PVC (Falcon®) ou

rigida, de poliestireno (Costar®). Em seguida, foram testadas diferentes dilui¢des do pool de soro,
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1:50 e 1:100 e de conjugado anti - [gG marcado com peroxidase (SIGMA—-ALDRICH®) nas
dilui¢des 1:3000 e 1:6000.

O protocolo de ELISA foi realizado sensibilizando as placas com os antigenos diluidos em
tempao bicarbonato por 16-18h 4 37°C. Em seguida, as placas foram lavadas trés vezes com
solugdo PBS/Tween 0,05%. Adicionou-se a solucdo de bloqueio (leite desnatado 5% e
PBS/Tween) e incubou-se por 1 hora em estufa a 37°C. Apods nova lavagem com PBS/Tween,
foram adicionados os soros diluidos em PBS com 0,5% leite em p6 desnatado e 0,05% Tween e
mantido por 1 h a 37°C. Em seguida, a placa foi lavada trés vezes com solu¢ao de PBS/Tween
0,05% e foi adicionado um conjugado anti-IgG marcado com peroxidase, diluido na mesma
solugdo utilizada para a diluicdo do soro. A incubacao foi realizada por um periodo de 1 hora.
Apos trés lavagens (PBS/Tween 0,05%) fez-se a adicdo de solucdo cromodgena, obtida pela
solubilizacdo de tabletes contendo OPD e perdxido de hidrogénio (SIGMAFAST® OPD
TABLETS, Sigma), e incubagao das placas por 30 minutos, no escuro. A reagdo foi interrompida
com acido sulfurico (H2SO4) 4N e a absorbancia da reagdao foi medida em espectrofotometro
utilizando filtro de 492 nm (Multiskan Go).

Todas as reagdes foram realizadas em duplicata de pool de soros negativos e pool de soros
positivos. Além disso, foram incluidos pocos sem soro (branco) para avaliar a especificidade das
interacoes entre o peptideo e o anticorpo secundario.

A defini¢do dos melhores parametros foi baseada na maior amplitude entre a média das
absorbancias dos pools de soros positivos para LT dividida pela média das absorbancias dos pools
de soros negativos. Essa razao gera o indice de reatividade (IR) e definiu-se que peptideos com IR
> 1,5 apresenta diferenciacdo entre os pools positivos € negativos e assim, indica a melhor

condicao da técnica.

I11.4 - Padronizaciao do CLIA

A padronizagdo da reacdo quimioluminescente seguiu procedimentos semelhantes ao
utilizado no ELISA com algumas alteragdes. O primeiro ensaio determinou a concentracdo do
antigeno (0,5 e 0,1 ug/well) e, em seguida, foram testadas diferentes dilui¢des do pool de soros
(1:150, 1:100). A escolha da concentragdo do conjugado e da placa baseou-se nos resultados
obtidos durante a padronizacdo da reacdo de ELISA. As placas foram sensibilizadas com os

antigenos por 16-18h a 4°C. Em seguida, as placas foram lavadas trés vezes com solucdo
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PBS/Tween 0,05%. Adicionou-se a solucdo de bloqueio (leite desnatado 5% e PBS/ Tween)
incubando-se por 30min em estufa a 37°C. Apdés nova lavagem com PBS/Tween foram
adicionados os soros diluidos em PBS com 0,5% leite em p6 desnatado e 0,05% Tween e mantido
por 30 min a 37°C. Posteriormente as placas foram lavadas trés vezes (PBS/Tween 0,05%) e
acrescidas de conjugado anti-IgG marcado com peroxidase diluido na mesma solugdo em que se
diluiu o soro. Apoés trés lavagens com solu¢do de lavagem foi acrescentado 40ul de substrato
quimioluminescente (CYANAGEN) para cada poco da placa e realizou-se a leitura imediata em
aparelho ImagemQuant LAS 500, com exposi¢ao automatica. A defini¢do dos melhores

parametros da reagdo foi a partir dos mesmos critérios descritos no item anterior.

I11. 5- Avaliacio do desempenho do ELISA e do CLIA

Apos a padronizacao, na qual definiu-se as condig¢des ideais para o experimento, ¢ da
sele¢ao dos peptideos com IR > 1,5, foram entdo utilizados soros dos pacientes com LT (n=30) e
CN (n=29) (item IV.2.2), para avaliar o desempenho dos peptideos nas reacdes de ELISA e CLIA
pelos parametros: Sensibilidade (S), Especificidade (E), Valor Preditivo Positivo (VPP), Valor
Preditivo Negativo (VPN), calculados como mostra a Tabela 1 e considerando o exame

parasitoldgico como padrao-ouro.
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Tabela 1: Categoria de resultado de um teste diagnostico em uma populagdo de

infectados e nado infectados

Presenca de infec¢ao
Presente Ausente TOTAL
POSITIVO Verdadeiro positivo (A) Falso positivo (B) (A+B)
feste NEGATIVO Falso negativo (C) Verdadeiro negativo (D) (C+D)
TOTAL (A+B) (B+D) (A+B+C+D)

Especificidade - E=D /(B+D)
Sensibilidade - S=A / (A+C)
Valor Preditivo Positivo - VPP=A/(A+B)
Valor Preditivo Negativo - VPN=D /(C+D)

As categorias de resultados de um teste significam: verdadeiro positivo= presenca de
infeccdo e teste positivo, falso positivo = auséncia de infec¢do e teste positivo, falso negativo =

presenga de infecgdo e teste negativo, verdadeiro negativo= auséncia de infeccao e teste negativo.

O ponto de corte para os ensaios foi definido por meio da construgdo da Receiver Operating
Characteristic (ROC). A curva ROC ¢é composta por um grafico que representa a sensibilidade
(verdadeiro -positivo) no eixo vertical e o complemento da especificidade (taxa de falso-positivo)
no eixo horizontal. Essa curva fornece uma representacao visual direta do desempenho de um teste,
com base em todas as possiveis respostas (Evans,1981: Vaz, 2009). A presenca da infeccao sera
determinada pelo teste diagndstico considerado padrao-ouro (parasitologico direto). O célculo de
especificidade determina a probabilidade de um teste dar negativo na auséncia da doenga, isto &,
avalia a capacidade de um teste em identificar corretamente os verdadeiros negativos. Por outro
lado, a sensibilidade determina a probabilidade de um teste resultar positivo na presenga da doenga,
ou seja, a capacidade de detectar corretamente a existéncia da doenca quando presente no
individuo. O valor preditivo positivo (VPP) ¢ a propor¢ao de verdadeiros positivos entre todos os
individuos com teste positivo, esse valor expressa a probabilidade de um paciente com teste
positivo ter a doenga. O valor preditivo negativo (VPN) ¢ a propor¢ao de verdadeiros negativos

entre todos os individuos com teste negativo e por isso, expressa a probabilidade de um paciente
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com teste negativo nao ter a doenca. Além disso, a acuracia (AUC), determinada sobre a area da
curva ROC, indica a propor¢ao de todos os resultados corretos, ou seja, “verdadeiros-positivos” e
os verdadeiros-negativos”. Quanto maior a AUC, o que significa ser mais proximo de 1, melhor é
o desempenho do método avaliado. Conforme sugere Swets (1988) , em func¢ao do valor da AUC
podemos classificar o teste de diagndstico como : sem valor (AUC=0,5), de baixa acurécia (0,5<

AUC <£0,7) de moderada acuracia (0,7<AUC<0,1) e como teste perfeito (AUC=1).

Para avaliar possiveis reagoes cruzadas com outras infecgdes cutaneas, utilizamos soros de
pacientes com paracoccidioidomicose (n=8) e esporotricose (n=10). Além disso, para verificar a
reatividade cruzada com a forma visceral da leishmaniose, considerando areas de sobreposicao de
espécies causadoras, empregamos soros de pacientes com LV (n=30) e individuos saudaveis

(n=29).



IV- RESULTADOS

IV.1 - Identificacio e sintese dos peptideos
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As sequéncias completas de aminoacidos das proteinas anteriormente identificadas como

promissoras para diagnostico sorolégico da LT (Lima et al., 2017 e Celeste, 2019) foram

analisadas utilizando-se os softwares ABCPred e BCPreds, originando 20 epitopos preditos. A

listagem de todos esses epitopos, de acordo com o programa que os gerou, esta disponivel no

Anexo 1. Apenas foram selecionados para sintese aqueles peptideos que atendiam aos requisitos

de tamanho (entre 9 e 14 aminoacidos) e de sobreposi¢ao (predi¢do comum a ambos os softwares).

Os 20 peptideos selecionados conforme esses critérios estdo listados na Tabela 2 e foram

sintetizados comercialmente pelo Laboratorio de Malaria e Gendmica de Parasitos do Instituto de

Ciéncias Biologicas da UFMG, utilizando a metodologia de Solid Phase Peptide Synthesis (SPSS).

Tabela 2: Peptideos resultantes da predig¢do de epitopos de célula B e sintetizados

23;:%:3 Proteina de origem Sequéncia sintetizada Massa molecular
HS1 KDCHLLGTFDLSGIPPAPRG 209,09
HS2 NDLVVQSDMKHW 1469,71
HS3 HSP70 PVISVQYRGEEK 1402,76
HS4 NQPGVHIQVFEG 1322,67
HS5 GTFDLSGIPP 1001,52
BT1 RFPGQLNSDLRN 1414,74
BT2 RINVYFDESAGGRY 1644,80
BT3 RAVLMDLEPGTMDSVRA 1858,94
BT4 KGHYTEGAELIDSVLDVCRK 2231,14
BT5 B- Tubulina ADEHGVDPTGSYQG 1430,61
BT6 VYFDESAGGR 1098,51
BT7 PYNTTLSVHQ 1157,58
BT8 AKNMMQAADPRHGR 1580,78
BT9 VTFIGNNTCIQE 1337,64
MP1 Metalopeptidase GIAPPNRTFQ 1098,59
ENO1 Enolase GDEGGFAPPIK 1085,55
EL1 VSPVVRVAVEAKNP 1462,86
EL2 Fator de alongac3o 2 FVKTLQNVNVVV 1357,81
EL3 GAPLKISEPVVS 1194,70
PEP1 Peptidase m20 AIASLOQRHGVPHG 1340,74
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IV.2 -ELISA

IV-2.1- Padronizacio da técnica

Inicialmente foram comparadas as placas de PVC (Falcon®) e de poliestireno (Costar®),
tendo as mesmas sido sensibilizadas com os 20 peptideos nas concentra¢des 10 ug/well, 1 ug/well
e 0,5 ug/well. A concentracao de 0,5 ug/well de antigeno foi considerada a que permite melhor
diferenciagdo entre positivos e negativos (Figura 1) nos dois tipos de placas testados.

Em relagdo a concentragao do soro, que foi utilizado em pool de pacientes com LT (n=10) e
pool de individuos nao infectados (n=10), optou-se pela dilui¢ao 1:50, pois essa condigcdo

proporcionou melhor diferencia¢do entre positivos e negativos (Figura 2).

Apos a determinagdo das concentragdes de peptideo e soro, foi realizada uma avaliagao
comparativa entre os mateias das placas utilizadas. A sele¢ao da placa mais adequada baseou-se no
indice de Reatividade (IR), o qual representa a relagio entre as reagdes com pool de soros positivos
e negativos em cada placa. Apesar das menores absorbancias observadas na placa de poliestireno
(Costar®) em comparacdo com a placa de PVC (Falcon®), esta apresentou valores mais altos de

IR mostrados na Tabela 3.
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Figura 1. Absorbancia da reagdo do ELISA utilizando peptideos como

antigeno em diferentes concentragoes (A) 10 ug/well em placa de

Poliestireno-Costar®, (B) 10 ug/well em placa de PVC-Falcon®, (C)

1 ug/well em placa de Costar®, (D) 1 ug/well em placa de Falcon®,

(E) 0,5 ug/well em placa de Costar®, e (F) 0,5 ug/well em placa de

Falcon®. Todas as reagoes foram realizadas utilizando pool de soros

positivos e negativos para LT diluidos 1:50.
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Figura 2. Absorbancia da reagdo de ELISA utilizando peptideos como
antigeno na concentra¢do de 0,5 ug/well. Soro diluido 1:100 nas placas
de Poliestireno-Costar® (4) e PVC-Falcon® (B), e soro diluido 1:50
nas placas de Costar® (C) e Falcon® (D).
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Tabela 3. Indice de reatividade (IR) entre pools de soros positivos e
negativos para LT em placas PVC (Falcon®) e poliestireno (Costar®),
sensibilizadas com 0,5 ug/pogo de cada peptideo. Os soros foram
diluidos 1:50 e o conjugado utilizado foi diluido 1:3.000. Peptideos

com IR > 1,5 estdo destacados em negrito.

IR
Peptideo (LT/CN)
PVC (Flacon®) Poliestireno (Costar®)

HS1 1,2401 1,5308
HS2 1,0828 1,2154
HS3 1,1855 1,6277
HS4 1,0442 1,2471
HS5 1,1158 1,6118
BT1 1,1634 1,4328
BT2 1,3009 1,363
BT3 0,9090 1,2448
BT4 1,2368 1,1385
BTS 1,1613 1,4921
BT6 1,3020 1,1173
BT7 1,1490 1,4952
BT8 1,2482 1,2548
BT9 1,1882 1,0878
MP1 1,0794 1,3978

ENO1 1,1794 1,2944
PEP1 1,1205 1,4382
EL1 1,1205 1,5556
EL2 1,1164 1,6980
EL3 1,1164 1,4694
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Para determinar a dilui¢do ideal do conjugado, foram conduzidas reagdes em condigdes
uniformes de concentracdo de peptideo, soro e tipo de placa, utilizando duas dilui¢gdes a partir das
recomendacdes do fabricante (1:3000 e 1:6000). As absorbancias da reagdo, ao empregar a
concentracdo de conjugado 1:3000, demonstraram valores superiores em relacao a dilui¢ado menos
concentrada, 1:6000 além de apresentar maior amplitude entre as reagdes positivas e negativas em
cada peptideo (Figura 3). Finalmente, os parametros padronizados consistiram em 0,5ug/poco de
peptideo, diluicdo do soro em 1:50, utilizagdo de placa poliestireno (Costar®) e diluicao do

conjugado de 1:3000.

Figura 3. Ensaio ELISA dos peptideos usando conjugado em duas
dilui¢oes 1:3000 (4) e 1:6000 (B).
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IV-2.2— Testes com outros grupos de soros
Nas condi¢des definidas anteriormente, placas poliestireno (Costar®), sensibilizadas com
antigeno na concentragao 0,5ug/well, o soro na dilui¢cdo 1/50 e conjugado na diluigao 1/3000, todos

os peptideos foram testados com pool de soros: Humano LV (10), Humano CN (n=10).

Soro humano com LV — Com esse tipo de soro, as absorbancias dos positivos e negativos
ficaram semelhantes indicando que ndo houve diferenciacdo significativa entre eles. Apenas o

peptideo BT2 apresentou IR>1,5 nesse ensaio (Figura 4, Tabela 4).

Figura 4 - Absorbdncia da reagdo de ELISA utilizando peptideos como
antigeno na concentragdo de 0,5 ug/well, na placa de poliestireno
(Costar®), com pool de soros positivos (n=10) e negativos (n=10) para

LV, diluidos 1:50, e conjugado diluido 1:3000.
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Tabela 4 — Indice de reatividade (IR), obtido pela razdo entre as absorbdncias nos
pools positivos e negativos para LV na placa de poliestireno (Costar®),
sensibilizadas com 0,5 ug/well de cada peptideo. Os soros foram diluidos 1:50, e o
conjugado utilizado diluido 1:3.000. Peptideos com IR > 1,5 estdo destacados em

negrito.

PEPTIDEO IR
(LV/CN)
HS1 1,3743
HS2 0,9035
HS3 1,0315
HS4 0,4277
HS5 1,3079
BT1 0,6041
BT2 1,5507
BT3 0,4415
BT4 1,2708
BTS 0,7020
BT6 1,3965
BT7 0,8078
BTS8 1,1408
BT9 0,4167
MP1 1,3841
ENO1 0,5299
PEP1 0,7408
EL1 0,9857
EL2 1,1540
EL3 0,6302

Comparando o IR dos 20 peptideos nos ensaios de ELISA realizados com pools de soros
de pacientes com LT e LV e seus respectivos controles negativos, observou-se que 6 peptideos
foram considerados promissores por apresentarem IR>1,5 somente para LT, mas ndo para LV
(Tabela 6). Assim, com esses peptideos: HS1, HS3, HSS5, BT7, EL1 e EL2 foi dado

prosseguimento para avaliagdo como antigenos para o diagnéstico sorologico de LT.



Tabela 5 — Valores do IR de cada peptideo no ELISA com os diferentes
grupos de soros. Em negrito peptideos com IR >1,5 somente em soros
LT.

IR dos Grupo de Soros positivos /CN

Peptideos LTA- HUMANO LV- HUMANO
HS1 1,530 1,3747
HS2 1,2154 0,9035
HS3 1,6277 1,0315
HS4 1,2471 0,4277
HS5 1,6118 1,3079
BT1 1,4328 0,6041
BT2 1,3693 1,5507
BT3 1,2448 0,4415
BT4 1,1385 1,2708
BTS 1,4921 0,7020
BT6 1,1173 1,3965
BT7 1,4952 0,8078
BTS 1,2548 1,1408
BT9 1,0878 0,4167
MET 1,3978 1,3841
ENO 1,2944 0,5299
PEP 1,4382 0,7408
EL1 1,5556 0,9857
EL2 1,6980 1,1540

EL3 1,4694 0,6302
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IV.3-CLIA

IV.3.1 — Padronizacio da técnica

Semelhante ao que foi realizado na reagdo de ELISA e considerando os resultados ja
obtidos, a reacdo de ELISA quimioluminescente ou CLIA foi padronizada utilizando pool soros de
paciente com LT (n=10) e de ndo infectados CN (n=10) sob condi¢des previamente estabelecidas,
ou seja, utilizando placa de poliestireno (Costar®) e conjugado a 1:3000. Quanto ao antigeno e ao
soro, foram avaliadas as concentragdes de 1 pg/poco e 0,5 pg/pogo para o antigeno, e o soro foi
diluido a 1:50 e 1:100. Os resultados mais satisfatorios foram alcangados com a concentracao de
antigeno de 0,5 pg/poco e dilui¢do de soro 1:50, evidenciando uma melhor diferenciagdo entre as

reacdes positivas e uma maior amplitude entre reacdes positivas e negativas (Figuras 6 e 7).

Figura 5. Unidades Relativas de Luz (URL) do CLIA com antigenos a
0, lug/well (A) e 0,5ug/well (B). Em placa de poliestireno (Costar®),
pool de soro diluido na propor¢do 1:50 e conjugado a 1:3000.

A B
400004 -
POSITIVO 40000 POSITIVO
® NEGATIVO
30000- 100004 l * NEGATIVO
E:l 20000 =
- R
=] < 20000 1 l l ‘ l
®
toooo{ tis s 80 s8.t." T 0000 [, & e Iy 1 |
v e ‘ l
cIIrIIIIIIIIIIIIIIIII 0||||||||||||||||||||
D X DALV DAXDLA DDA DR N YD
ARV AL L AR
AR A A R AR R XA

Peptideos 1ug/well

Peptideos 0,5ug/wel



40

Figura 6. Unidades Relativas de Luz (URL) do CLIA com antigenos a
0,5ug/well em placa de poliestireno (Costar®), pool de soro diluido na

propor¢do 1:50 e 1:100.
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Considerando os valores de IR>1,5 foram selecionados seis peptideos promissores para
CLIA: HS1 (IR = 1,51), HSS (IR = 1,62), EL1 (IR = 1,63), EL3 (IR = 1,54), PEP (IR = 1,68) e
BT4 (IR = 1,60) (Tabela 8). E relevante notar que os peptideos HS1, EL1 e HS5 ja haviam sido
apontados também como promissores no ELISA (Tabela 6). Para representar os peptideos
selecionados em cada reacdo, bem como aqueles que s@o comuns as duas reagoes, foi elaborado

um diagrama de Venn (Figura 8).
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Tabela 6: Indice de reatividade (IR) indicando a razdo das
absorbancias no CLIA entre os pools positivos e negativos para LT na
placa de poliestireno (Costar®), sensibilizadas com 0,5 ug/well de
cada peptideo, soros diluidos 1:50, e conjugado diluido 1:3.000.

Peptideo (IR)
LT/CN
HS1 1,510
HS2 1,340
HS3 1,440
HS4 1,290
HS5 1,620
BT1 1,280
BT2 1,440
BT3 1,290
BT4 1,600
BT5 1,430
BT6 1,260
BT7 1,460
BT8 1,360
BT9 1,120
MET 1,480
ENO 1,370
PEP 1,680
EL1 1,630
EL2 1,460

EL3 1,540
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Figura 7: Diagrama de Venn apresentando os resultados dos peptideos
selecionados, com Indice de Reatividade (IR) igual ou superior a 1,5,
obtidos a partir da triagem das reagoes ELISA e CLIA. No centro do
grafico, os peptideos que se destacaram em ambas as reagoes.

ELISA CLIA

IV.4 -Avaliacio do diagnostico sorologico de LT por ELISA e CLIA com peptideos
sintéticos

Conforme ja descrito, os peptideos com valores de IR > 1,5 no ELISA (HS1, HS3, HSS,
BT7, EL1 e EL2) e no CLIA (HS1, HSS, EL1, EL3, PEP e BT4) foram utilizados para ambas as
reacdes de ELISA e CLIA. Assim, 9 peptideos foram utilizados nos dois métodos com soros de
pacientes com LT (n=30) e controle negativo (n=29) nas condi¢des previamente padronizadas, ou

seja: placa de poliestireno, 0,5ug/well de antigeno, soros diluidos 1:50 e conjugado anti-IgG.

Para cada reacdo, o cutoff foi estabelecido com base na curva ROC (ANEXO II),
identificando o ponto de méaxima sensibilidade e especificidade. Observou-se que o desempenho
dos peptideos como antigeno para diferenciacdo entre infectados e controles varia entre os testes
sorologicos. Os graficos de dispersdo das absorbancias dos ELISA e dos valores de URL do CLIA
para cada peptideo, mostram que os peptideos HS1, EL1 e BT7 apresentam melhor capacidade de
diferenciagdo entre infectados e controles na reacao de ELISA, enquanto os peptideos HS3, HSS,
EL3 e PEP apresentam melhor capacidade de diferenciacdo entre infectados e controle na reacao

CLIA, e os peptideos EL2 e BT4 ndo sdo bons antigenos em nenhuma das reagdes utilizadas (Figura

9).



Figura 8. Resultados obtidos em ELISA e CLIA utilizando os
peptideos como antigeno dos peptideos HS1(A, B), HS3(C, D) HS5
(E, F), ELI(G, H), EL2(1, J), EL3 (K, L), BT4 (M, N), BT7 (O, P),

PEP (O, R).
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Para cada um dos peptideos em ambos os métodos foram calculados, utilizando a curva ROC, os
valores de AUC, Sensibilidade (S), Especificidade (E), valor preditivo positivo (VPP) e valor
preditivo positivo (VPN) (Tabela 8). O pardmetro AUC da curva ROC ¢ uma métrica mais
confiavel para comparar o desempenho de diferentes métodos diagnosticos.

Para a reacdo de ELISA, os valores de especificidade variaram de 59%, para o peptideo
BT4, até valores superiores a 90% com os peptideos HS1, BT7 e PEP. Observou-se que 4 peptideos
apresentaram valores de sensibilidade superiores a 80%: HS3, HS5, EL1 e BT7 sendo o pior valor
de 52% com o peptideo EL3. Além disso, para os peptideos BT7 e PEP os valores de VPP foram
de 97% e 91% respectivamente e VPN de 88% para o peptideo BT7. Nessa reagdo o peptideo BT7
apresentou AUC superior a 0,9 e os peptideos HS1 e HS3, AUC de 0,878 e 0,825 respectivamente.

Os mesmos peptideos quando usados na reacdo de CLIA, apresentam valores de

especificidade variando de 66% (peptideos EL1) até 93,5% (peptideo HSS) e 5 peptideos, HS1,
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EL3, BT4, BT7 e PEP apresentaram valores de especificidade entre 88% e 80%. Em relacao
sensibilidade, 5 peptideos, HS3, HSS, EL3, BT4 e PEP apresentaram valores acima de 80%, com
HS3 e PEP alcangando a maior sensibilidade na reagdo CLIA de 93,7%. Nessa reacao os peptideos
PEP e HS3 apresentaram AUC > 0,9, o HS5, AUC = 0,895, os peptideos EL3, AUC= 0,849 ¢ BT7,
AUC= 0,819. Vale destacar que 6 dos 9 peptideos tem valores de VPP superiores a 81%, sendo
que os peptideos HS5 alcanga VPP de 94% e VPN de 83%, além disso, PEP tem VPP= 88% e
VPN=93%.
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Tabela 7: Desempenho global dos antigenos no diagnostico
Leishmaniose Tegumentar em ELISA e CLIA. Valores de
sensibilidade, especificidade, acurdacia (AUC), Valor de p, Valor
Preditivo Positivo (VPP) e Valor preditivo Negativo (VPN).

Método Sensibilidade Especificidade AUC Valor P

Antigeno VPP VPN
HS1 ELISA 0,697 0,966 0,843 <0,0001 0,697 0690
CLIA 0,612 0,878 0,535 0,6383 0,857 0,604

HS3 ELISA 0,833 0,769 0,825 <0,0001 0,750 0,828
CLIA 0,937 0,769 0,909 <0,0001 0,750 0,935

HS5 ELISA 0,81 0,783 0,748 <0,0015 0,789 0,833
CLIA 0,81 0,935 0,895 <0,0001 0,937 0,833

EL1 ELISA 0,882 0,725 0,796 <0,0001 0,731 0,878
CLIA 0,789 0,659 0,602 0,1786 0,681 0,805

EL2 ELISA 0,666 0,725 0,749 <0,0010 0,731 0,537
CLIA 0,545 0,783 0,534 0,6492 0,769 0,537

EL3 ELISA 0,517 0,828 0,512 0,8732 0,833 0,517
CLIA 0,882 0,828 0,849 <0,0001 0,833 0,878

BT4 ELISA 0,652 0,591 0,313 0,1375 0,600 0,659
CLIA 0,882 0,828 0,703 <0,0073 0,882 0,617

BT7 ELISA 0,882 0,966 0,934 <0,0001 0,967 0,878
CLIA 0,769 0,805 0,819 <0,0001 0,810 0,763

PEP ELISA 0,625 0,906 0,562 0,4156 0,909 0,604

CLIA 0,937 0,878 0,924 <0,0001 0,882 0,935
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IV. 5- Rea¢des Cruzadas

Entre os 9 peptideos avaliados foram identificados alguns com resultados promissores que
sugerem potencial utilidade como antigenos no contexto do diagnostico soroldgico da
Leishmaniose Tegumentar. Em virtude disso, esses 9 peptideos foram submetidos a uma andlise
abrangente quanto a possivel ocorréncia de reagdes cruzadas com soros provenientes de individuos
com a forma visceral da doenga, bem como de individuos portadores de infecgdes fungicas que
podem introduzir confusdo no diagnostico clinico, como paracoccidioidomicose e esporotricose.

Mais uma vez, foram realizadas as rea¢des de ELISA e CLIA, utilizando além dos soros
controle (n=29) e infectados por LT (n=30), soros de pacientes com LV (n=30),
paracoccidioidomicose (n= 10) e esporitrocese (n=8).

A figura 10 mostra a dispersdo dos valores de absorbancia no ELISA e da URL do CLIA
com os diferentes peptideos e os grupos de soros acima citados, como os respectivos “cutoff” de
cada reagdo. A reacao cruzada mais frequente foi com soros de paciente com LV, exceto com o
peptideo EL2, os demais peptideos em diferentes proporc¢des foram reativos a este grupo de soros
em ambas as reagdoes. De maneira inversa, para paracoccidioidomicose, a maioria dos peptideos,
ndo reagiram com esse grupo de soros, onde observou-se que 8 dos 9 antigenos (HS1, HS3, HSS,
EL1, EL2, BT7, BT4 e PEP), ndo apresentaram reacao cruzada no CLIA, e 4 dos 9 (HSS5, EL3,
BT7, PEP) ndo apresentaram reagdo cruzada no ELISA, e ainda os peptideos EL1 e EL2 nesse
método apresentaram reacdo cruzada somente com uma mesma amostra de soro. Também para
esporotricose, os peptideos testados apresentaram baixos valores de reacao cruzada, sendo que no
ELISA, 7 dos 9 (HSS, EL1, EL2, EL3, BT4, BT7 e PEP) peptideos ndo reagiram com soros desse
grupo e no CLIA 5 dos 9 (HSS, EL1, EL2, BT4, BT7) peptideos ndo apresentaram reagao cruzada,
porém 3 peptideos (HS1, HS3 e PEP) reagiram com somente uma mesma amostra de soro.

Juntando os resultados da analise de reacdo cruzada, o peptideo BT7 se destaca, com
reatividade cruzada reduzida com o grupo LV (3% no ELISA; 17% no CLIA) e nenhuma detec¢do
de amostras consideradas positivas dentro dos grupos de doengas flingicas em ambos os métodos.
Enquanto os peptideos HS1 e HS3 ambos derivados da proteina HSP70, apresentaram as maiores

frequéncias de reagao cruzada, principalmente com LV (Tabela 9).
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Tabela 8. Percentual de reag¢do cruzada para cada peptideo nas

reacoes ELISA e CLIA.

Reacao cruzada
Peptideo LV Paracoccidioidomicose Esporotricose

ELISA CLIA ELISA CLIA ELISA CLIA
HS1 40% 16,6% 22% 0% 25% 12,5%
HS3 96% 90% 70% 0% 87,5% 12,5%
HSS 50% 26,6% 0% 0% 0% 0%
EL1 16,6% 3% 10% 0% 0% 0%
EL2 0% 0% 10% 0% 0% 0%
EL3 63,3% 56,6% 0% 50% 0% 37,5%
BT4 96,6% 13,3% 10% 0% 0% 0%
BT7 3,3% 20% 0% 0% 0% 0%
PEP 16,6% 20% 0% 0% 0% 12,5%

IV.6 - Avaliacido da sorologia com peptideos sintéticos e soros de LT de diferente regiao
geografica

Diversos elementos podem influenciar o desfecho de um teste sorologico, sendo um deles
a presenca de varias cepas e espécies de Leishmania, responsaveis pela forma tegumentar, em
diferentes areas geograficas, além da diversidade genética dos hospedeiros. Diante dessas
varidveis, este estudo se prop0s a investigar a eficacia dos peptideos utilizando soros de pacientes
de outra localidade do pais, do estado de Goias (GO) situado no centro-oeste brasileiro.

Foram conduzidas reagdes de ELISA utilizando os nove peptideos previamente
selecionados e amostras de pacientes com LT (n = 15) provenientes da regidao Centro-oeste do pais.
Conforme j& descrito no item III.2.4, os pacientes haviam sido diagnosticados da infec¢do por
Leishmania por exames histopatologicos e PCR, além disso, amostras de DNA dos parasitos
isolados desses pacientes haviam sido caracterizadas por PCR-RFLP, e 12 foram identificadas
como pertencentes ao subgénero Leishmania (Viannia) e as outras 3 da espécie L. (Leishmania)

amazonensis.
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Surpreendentemente, o ELISA com peptideo EL1, que tem VPP de 73% (Tabela 10), foi
positivo para todas as amostras de Goids enquanto a reagcdo com o peptideo HS1, VPP de 97%, nao
detectou nenhuma dessas amostras. De forma geral, com as amostras de GO, o ELISA com todos
os peptideos, exceto EL1 e EL3, apresentou valores de positividade abaixo dos VPPs calculados

com amostras de MG.

Figura 9. Avaliagdo dos peptideos frente aos soros de pacientes com
LT proveniente de duas regioes do Brasil (Sudeste-em preto e Centro-
oeste- colorido). Amostras do Centro-oeste caracterizadas quanto ao
agente etiologico em L. amazonensis ou subgénero L. (Viannia).
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Considerando os resultados do ELISA com peptideo EL1 observados com amostras de GO
(Figura 13D) e o que os melhores parametros do ELISA com amostras de MG haviam sido
observados com peptideo BT7, AUC= 0,934, S= 88%, E= 96,6%, VPP = 97% ¢ VPN = 88%
(Tabela 9), decidiu-se por realizar ELISA e CLIA com os peptideos BT7 e EL1 como antigenos,
em uma concentracdo final de 0,5 pg/well, com as amostras de soros CN (n=29), LT- MG (n=30)

e LT-GO (n=15) (Figura 15).

Figura 10: Comparacgdo do desempenho dos antigenos BT7+ELI na
rea¢do ELISA (A) e CLIA (B) frente aos soros de pacientes com LT de
duas regioes do pais (MG em preto e GO colorido).
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A partir desse resultado, foram calculados os valore de S, E, AUC, VPP e VPN do ELISA
e do CLIA com a mistura dos peptideos BT7 e EL1. Observou-se que com essa mistura de
antigenos, o ensaio de ELISA foi superior ao CLIA com S= 96%, E= 88%, AUC de 0,93, VPP=

92% e VPN 94% ¢ alcancou as maiores AUC, sensibilidade ¢ VPN dentre todos os ensaios
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realizados neste trabalho. Em relagdo ao CLIA, a mistura de antigenos proporcionou aumento na
especificidade e manteve a AUC, com redu¢do da sensibilidade em relacdo a cada antigeno

utilizado isoladamente (Tabela 10).

Tabela 9: Tabela comparativa dos antigenos isolados e grupados nas

reacoes ELISA convencional e reacdo CLIA-ELISA.

Antigeno Técnica Sensibilidade Especificidade AUC Valor P VPP VPN
BT ELISA 0,882 0,966 0934  <0,0001 0:967 B
CLIA 0,769 0,805 0,819 <0,0001 0,810 0,763

EL1 ELISA 0,882 0,725 0,796 <0,0001 0,731 0,878
CLIA 0,789 0,659 0,602 0,1786 0,681 0,805

BT7 + EL1 ELISA 0,957 0,878 0,971 <0,0001 0,918 0,935

CLIA 0,692 0,935 0,818 <0,0001 0,957 0,591
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V- DISCUSSAO

A Leishmaniose Tegumentar, classificada entre as 17 doengas tropicais negligenciadas pela
Organizagdao Mundial da Satde (OMS), apresenta um importante desafio de saude publica,
especialmente em regides endémicas com sistemas de saude vulneraveis (WHO, 2023). O
diagnostico precoce e preciso dessa doenga ¢ um dos principais obstaculos para enfrenta-la devido
a diversidade de manifestagdes clinicas e a auséncia de um teste diagnostico com altas sensibilidade
e especificidade que atenda os paises subdesenvolvido que apresentam, muitas vezes, escassez de
recursos. Atualmente, o diagnostico da doenca ¢ efetuado predominantemente por meio da
avaliagdo clinica do paciente e da realizacdo de exames parasitologicos (Reimao et al., ,2020).
Apesar de ser relativamente acessivel em termos de custo, esse exame ¢ considerado invasivo,
demandando um ambiente ambulatorial e a intervencao de profissionais de satde para a realizacao
da bidpsia (De Mello et al., 2011). Ademais, a especificidade do teste pode variar devido a
habilidade do profissional responsavel pela busca do parasito, bem como ao tempo de duragao da
lesdo, quando lesdes mais antigas tendem a ter menor carga parasitaria (Sousa et al., 2014).

Nesse contexto, os métodos sorologicos se mostram como uma ferramenta poderosa para
auxiliar no diagndstico da LT. Esses métodos sdo menos invasivos em comparagdo ao
parasitoldgico, possibilitam a andlise de um grande nimero de amostras a0 mesmo tempo, além de
apresentarem custo viavel, dependendo da complexidade do método. Tanto o ELISA convencional
quanto o quimioluminescente apresentam essas caracteristicas. Apesar dos niveis baixos de
anticorpos durante o desenvolvimento da doenga, diversas pesquisas destacaram a relevancia
desses métodos imunoldgicas no diagnostico de LT, utilizando antigenos que proporcionam alta
sensibilidade nos testes, em procedimentos altamente padronizados (Menezes et al., 2014; Sato et
al., 2017, Dias et al., 2018; Medeiros et al., 2022). O ELISA, frequentemente utilizando com
antigeno total na reacdo, pode apresentar reagdes cruzadas devido a complexidade imunogénica do
parasito completo, que compartilha determinantes antigénicos com outros microrganismos
(Carvalho et al., 2017; Barroso- Freitas et al., 2009). Portanto, h4 uma investigagdao continua em
diferentes grupos de pesquisa sobre o uso de antigenos purificados e recombinantes para aprimorar
o diagnostico soroldgico desta parasitose.

A identificagdo e caracterizacdo de epitopos de células B desempenham um papel crucial

no desenvolvimento de vacinas, testes de imunodiagndstico e produgdo de anticorpos. O uso de
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ferramentas computacionais tem crescido significativamente para prever de maneira confiavel
epitopos lineares de células B. Dentre os métodos de predi¢ao mais comuns para epitopos lineares,
destacam-se duas abordagens principais: a escala de propensao, que utiliza caracteristicas fisico-
quimicas como area de superficie exposta, polaridade, flexibilidade, acessibilidade,
hidrofobicidade e escala antigénica; e o aprendizado de méquina, no qual algoritmos de
classificagdo como maquinas de vetores de suporte, redes neurais e algoritmos de “floresta
aleatoria”. Estudos prévios demonstraram que métodos fundamentados em escalas de propensao
apresentam suas proprias limitagdes (Blythe & Flower, 2005). Esses métodos, inclusive aqueles
que incorporam todas as propriedades fisico-quimicas, frequentemente exibem desempenho
insatisfatorio. Para superar essas limitagdes, pesquisadores tém adotado técnicas de aprendizado
de maquina para desenvolver modelos preditivos mais robustos (Wang e Pai, 2014; Jain et al.,
2011).

No presente estudo, foram empregados dois softwares, ABCpred e BCPreds, para a
predi¢do de epitopos de células B que utilizam métodos de aprendizagem de maquina. A escolha
de sobrepor os resultados de ambos os softwares foi embasada na experiéncia do grupo, conforme
evidenciado por Faria ef al. (2011), que demonstraram que a combinagdo de pontuacdes padrao de
diferentes programas de predicao pode ser mais eficaz do que depender do indice (score) de um
unico método de predicao. Aqui, a estratégia empregada demonstrou resultados positivos, uma vez
que a predicdo de epitopos exibiu uma eficiéncia significativa na identificagdo de peptideos
potencialmente relevantes para discriminar soros de pacientes com LT dos soros de individuos ndo
afetados pela doenca. Durante os testes iniciais, ao realizar a triagem dos peptideos usando pools
de soro dos dois grupos, observou-se que o indice de reatividade de todos os peptideos foi superior
a | tanto no ELISA quanto no CLIA. Isso sugere uma reatividade maior no soro de pacientes com
LT em comparagdo ao grupo de controle, permitindo assim a distingdo entre pacientes positivos e
negativos.

Neste estudo, na fase de triagem dos peptideos utilizou-se o indice de Reatividade (IR) para
tal finalidade, um parametro aplicavel em diferentes contextos e areas do conhecimento, cuja
interpreta¢do varia conforme o campo especifico dos testes imunoldgicos. Este indice representa
quantitativamente a resposta imunoldgica a um determinado antigeno, geralmente calculado como
a relacdo entre a intensidade do sinal observado em um teste para um dado antigeno, em

compara¢ao com um controle (Linnet et al., 2012). O IR foi determinado pela diferenca entre a



59

média das absorbancias ou URL dos pools de soros positivos para LT, dividido pela média
correspondente dos pools de soros negativos. Um IR igual ou superior a 1,5 foi estabelecido como
critério para selecionar os peptideos a serem submetidos a avaliagdo do ELISA e CLIA
subsequentes. Este critério mostrou-se consistente, uma vez que peptideos selecionados na triagem
para um método especifico (EL2, HS3 e BT7 para ELISA e EL3, PEP e BT4 para CLIA)
apresentaram um desempenho satisfatorio durante a avaliagdo subsequente do mesmo método.
Apenas o teste utilizando peptideo HS3, que apresentou um IR maior na fase de triagem pelo
ELISA (IR= 1,6277, IR do CLIA = 1,440), demonstrou resultados satisfatorios em ambas as
técnicas, com valores superiores no CLIA, alcangando AUC de 0,909 durante a fase de avaliagao.
Surpreendentemente, o teste utilizando o peptideo BT7, que inicialmente apresentou um IR
limitrofe na triagem para o ensaio ELISA (IR=1,4952), alcangou o maior valor de acuricia
(AUC=0,934) entre todos os resultados descritos na avaliagdo do ELISA. Além disso, o teste
demonstrou um desempenho satisfatorio na analise do CLIA, apresentando uma AUC de 0,819.
Este resultado indica que o antigeno tem um potencial promissor para uso no diagnodstico,

independentemente da metodologia empregada para a detec¢@o do sinal da reacao.

Outro critério adotado no trabalho foi a determinagdo do ponto de corte (cutoff) de cada
reacdo pela curva ROC. Essa curva descreve a interdependéncia entre especificidade e
sensibilidade para um teste de indice quantitativo. Contudo, essas duas grandezas sao inversamente
proporcionais (Eusebi, 2013). A escolha de uma alta sensibilidade em um teste geralmente resulta
em uma perda de especificidade, e 0 mesmo se aplica ao optar por alta especificidade (Linnet et
al., 2012). Portanto, considerando que os testes avaliados neste estudo sdo propostos para compor
o diagnostico de triagem, optou-se por estabelecer o ponto de corte o valor que maximizava a soma
estimada de especificidade e sensibilidade, utilizando os dados da curva ROC de cada reagdo. A
partir desse ponto, foi possivel determinar os soros que foram classificados como positivos (acima
do cutoff) e negativos (abaixo do cutoff) no teste. Comparando com o resultado do teste padrao,
foram identificados os falsos positivos, falsos negativos, verdadeiros negativos e verdadeiros
positivos, permitindo assim o célculo dos parametros de desempenho do teste (especificidade,
sensibilidade, VPP e VPN).

Diante dos resultados aqui obtidos, serdo discutidos os dados referentes aos testes que
apresentaram elevada AUC (>0,90) nos métodos ELISA e CLIA: no ELISA o MIX dos peptideos

BT7 e EL1 apresentou o teste de maior acuracia do estudo, com uma AUC de 0,97, seguido pela
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reagdo com o peptideo BT7 com uma AUC de 0,93. Adicionalmente, no CLIA, os peptideos PEP
e HS3 com acurécias de 0,92 e 0,91, respectivamente.

Os antigenos frequentemente utilizados para o diagnostico soroldgico das leishmanioses,
como ELISA, incluem proteinas recombinantes, antigeno total e peptideos. A predi¢ao de epitopos
de células B realizada por softwers pode ser utilizado para selecionar varios peptideos a serem
porteriormente testados individualmente como nesse trabalho, ou ainda ¢ possivel compor uma
proteina quimérica para aumentar a chance de ligagdo entre o antigeno e o anticorpo. Galvani e
colaboradores (2022) seguiram essa abordagem e observaram resultados promissores ao utilizar
um teste sorologico com a proteina quimérica recombinante “ChimLeish”. Utilizando as
sequéncias de quatro proteinas que ja demonstraram bom desempenho em testes para leishmaniose
visceral, os epitopos foram preditos com o auxilio de um dos programas empregados neste trabalho,
o ABC Pred. Posteriormente, oito epitopos foram selecionados e suas sequéncias de aminoacidos
foram utilizadas para construir o gene codificador da proteina quimérica. Ao utilizar essa proteina
como antigeno no ELISA, observaram uma sensibilidade de 100% e uma especificidade de 98%
com soros de pacientes com formas mucosa (n = 30) e cutanea (n = 25), bem como de individuos
saudaveis (n = 25). O excelente desempenho desse teste ¢ corroborado pelo valor da AUC, que
apresentou uma acurdcia igual a 1, caracterizando-o como um "teste perfeito”, superior ao valor da

maior acuracia obtida no presente teste (BT7 e EL1 AUC =0,971).

Embora alguns peptideos sintéticos utilizados individualmente tenham mostrado um
desempenho diagnostico satisfatorio no estudo de Galvani e colaboradores, os valores de
sensibilidade e especificidade dos testes foram inferiores aos obtidos com o uso da ChimLeish
como antigeno, especialmente para a deteccdo de casos de leishmaniose cutanea (CL), que
frequentemente apresentam niveis mais baixos de anticorpos anti-Leishmania. Quando os
peptideos foram avaliados, constatou-se que o estudo obteve o melhor resultado no teste ao utilizar
o peptideo 5, que apresentou uma acuracia de 0,983. Este resultado € notavelmente proximo ao
valor da melhor acuracia registrada no estudo atual, que foi obtido com o peptideo individual BT7,
cujo valor de acurécia foi 0,934. Além disso, o estudo de Galvani revelou uma baixa reatividade
cruzada com soros de pacientes com outras infecgdes, como doenca de Chagas, hanseniase,
malaria, tuberculose, histoplasmose, aspergilose, e com individuos infectados pelo HIV. No
entanto, o estudo apresentou limitagdes significativas, como a auséncia de soros de pacientes com

infeccdes flngicas dermatologicas, bem como de amostras de pacientes com LT provenientes de
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diversas regides do pais. Essas amostras, que foram incluidas no presente estudo, poderiam ter
fornecido uma perspectiva mais abrangente e relevante para avaliar a eficacia e a aplicabilidade do

teste em diferentes contextos geograficos e clinicos.

Foi demonstrado que o ELISA utilizando o peptideo BT7 apresentou 6timo desempenho
neste estudo, com sensibilidade de 88%, especificidade de 97% e Area sob a Curva de 0,934. Este
peptideo ¢ derivado da B-tubulina, uma proteina componente do citoesqueleto do parasito. A -
tubulina desempenha um papel crucial na manutencao da estrutura celular, na divisdo celular e ¢
essencial para o movimento intracelular (Ambit et al., 2011). Por ser altamente conservada como
uma proteina estrutural, a B-tubulina recombinante tem sido investigada como candidata a antigeno
em testes diagnosticos para LT. Duarte e colaboradores (2015), ao utilizar a proteina recombinante
como antigeno para ELISA, obtiveram resultados com 100% de sensibilidade e 82,5% de
especificidade no diagndstico de leishmaniose tegumentar. Esses resultados sdo consistentes com
os descritos por Lima e colaboradores (2018) que, ao empregar a B-tubulina na forma
recombinante, o teste de ELISA alcangou uma sensibilidade de 100% e uma especificidade de
97,78%. Ambos os estudos empregaram soro de pacientes com leishmaniose tegumentar, incluindo
formas cutdneas e mucosas, ¢ demonstraram resultados superiores em comparagao ao uso do
antigeno total de L. braziliensis. Embora os estudos anteriores tenham investigado a reagao cruzada
com pacientes chagasicos, ndo avaliaram a possivel interacdo cruzada com pacientes com
leishmaniose visceral. Esta avaliagdo ¢ crucial para a aplicagdo dos resultados em estudos
epidemioldgicos em areas com sobreposicdo das formas tegumentar e visceral da doenga. No
presente estudo, ao utilizar os peptideos BT4 e BT7, derivados da proteina B-tubulina, como
antigenos no ensaio ELISA, foram observadas reagdes cruzadas distintas com o soro de pacientes
com LV. O peptideo BT4 com uma taxa de reacdo cruzada de 96,6%, enquanto o BT7 apenas 3,3%.
Esses resultados destacam a importancia de se avaliar a ocorréncia de reagdes cruzadas com soro
de pacientes com LV ao investigar a proteina 3-tubulina.

Os testes com peptideos sintéticos tém apresentado resultados mais promissores devido a
capacidade de pequenos fragmentos contendo determinantes antigénicos minimizarem reagdes nao
especificas. Recentemente, Medeiros e colaboradores (2022) identificaram, por meio de estratégias
imunoprotedmicas, a proteina Tryparedoxin Peroxidase (TryP) como uma candidata promissora
para diagnostico de LT. Eles investigaram essa proteina como antigeno para diagnostico soroldgico

no método ELISA, tanto na forma recombinante quanto utilizando peptideos lineares (Peptideo:
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MNEPAPP) derivados dela comparando seu desempenho com o antigeno total de L. brasiliensis e
a imunofluorescéncia. Entre os antigenos testados por ELISA, o antigeno total demonstrou
acuracias significativamente mais baixas (AUC = 0,65), superando apenas o resultado do ensaio
de imunofluorescéncia (AUC = 0,37). Em contraste, quando se utilizou a proteina recombinante
(rTryp) como antigeno, o teste alcangou uma acuracia moderada de 0,89. Por outro lado, o peptideo
isolado apresentou uma acuracia elevada de 0,94, bastante proxima a observada no presente
trabalho com o peptideo BT7 (AUC = 0,94), mas inferior a acuracia alcangada com a combinagao
dos peptideos BT7 ¢ EL1 (AUC =0,97). Esta evidencia sugere que a estratégia de utilizar multiplos
peptideos, como demostrado no atual estudo, pode ser uma abordagem eficaz para aprimorar a
acuracia dos testes diagndsticos. Em relagdo aos parametros de sensibilidade e especificidade, o
estudo de Medeiros e colaboradores observou que o ELISA utilizando o peptideo TryP apresentou
uma sensibilidade e especificidade de 94,29%. Esses valores sdo comparédveis aos encontrados no
presente trabalho, onde observou-se para o peptideo BT7 sensibilidade de 88% especificidade de
96%, enquanto a combinacdo dos peptideos BT7 e EL1 registrou-se sensibilidade de 96% e
especificidade de 88%. O estudo de Medeiros ndo abordou a investiga¢do de reacdes cruzadas com
outras doengas que possam gerar confusdo no diagndstico clinico, ao contrario do presente

trabalho.

Na andlise por CLIA, o melhor desempenho foi observado com os peptideos PEP,
apresentando uma Area sob a Curva (AUC) de 0,924, e HS3, com uma AUC de 0,909. Esses
resultados sdo consistentes com os encontrados em estudo anterior conduzido por Leite em 2019,
que comparou o desempenho de trés proteinas utilizando os métodos ELISA e CLIA para
diagnodstico de leishmaniose tegumentar. No trabalho de Fonseca e colaboradores (2019), a
avaliacdo das proteinas PQ10 e PQ20 proteinas no ELISA para diagndstico de LV mostrou
resultados promissores. Com base nesses achados, as proteinas analisadas, juntamente com a
proteina C9, foram escolhidas para uma avaliagdo comparativa no ELISA e no CLIA para
diagnostico de LT no estudo de Leite em 2019. A analise revelou que a utilizacdo do CLIA
proporcionou um desempenho superior, apresentando maior sensibilidade, especificidade e
acuracia para todos os antigenos testados. Especificamente, quando utilizando a proteina C9 no
CLIA, foram obtidos valores de sensibilidade de 92% e especificidade de 83%. Embora esses
valores sejam relativamente proximos, ainda ficaram abaixo dos resultados obtidos com o peptideo

PEP (S =94% e E = 88%) e foram superiores aos resultados do peptideo HS3 (S =94% e E =
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77%). Além disso, ndo foram identificadas reagdes cruzadas com soro de pacientes com
toxoplasmose, esporotricose e paracoccidioidomicose quando foi utilizada a proteina C9. No
entanto, observou-se presenca de reacao cruzada ao utilizar os peptideos PEP ¢ HS3 com soro de
pacientes com esporotricose, com taxas de 12,5% e também com soro de pacientes LV, com taxas

de 20% com o antigeno PEP e 90% com o antigeno HS3.

A observacao de reacdes cruzadas identificadas tanto no CLIA quanto no ELISA com todos
os trés antigenos derivados da proteina HSP70 (HS1, HS3 e HS5) pode estar atribuida as
caracteristicas intrinsecas da proteina da qual o peptideo foi derivado. A HSP70 ¢ uma proteina
altamente conservada no genoma de diversas espécies do parasito, conforme relatado por Maresca
et al. (1994). Esta alta conservagao pode levar a reagdes cruzadas, uma vez que a presenga de
HSP70 em multiplas espécies pode causar a interacdo com anticorpos direcionados a antigenos
semelhantes em diferentes contextos. Quando as proteinas de choque térmico (HSPs) sao
empregadas como antigenos em testes sorologicos para LT, os testes demonstram uma eficacia
significativa (Souza et al. 2014). No entanto, a alta reagdo cruzada com soro de pacientes com
outras doengas, observada neste estudo, também foi relatada em pesquisas anteriores. Souza ef al.
(2013) utilizaram a proteina HSP70 na forma recombinante e, apesar de obterem resultados
promissores com uma acuracia de 0,827, observaram altas taxas de reatividade cruzada com todas
as doengas testadas no estudo. O teste obteve maior reatividade com soros de pacientes com lupus
eritematoso sist€émico (LES) (20%) e doenga de Chagas (10%), além de, tuberculose (4,5%) e
hanseniase (3,3%).

Dependendo das espécies e cepas de Leishmania sp. envolvidas, assim como do tamanho
do in6culo e de fatores intrinsecos ao individuo, a leishmaniose tegumentar pode manifestar-se de
maneiras distintas, com variadas respostas imunologicas (Masmoudi et al., 2013). Levando em
consideragdo essas variagdes, o presente estudo investigou o desempenho de peptideos em ensaios
ELISA utilizando soros de pacientes de provenientes de dois estados do Brasil. Observou-se que
com o peptideo BT7 o ELISA apresentava alta eficicia nas amostras de Minas Gerais, enquanto
que com o peptideo EL1 se destacava nas amostras de Goids, a partir dai, foi realizado ELISA e
CLIA com a combinacao desses peptideos. Essa combinagdo resultou em um excelente
desempenho, detectando amostras positivas de ambas as regides e alcangando uma acuracia de
92% no ELISA e 96% no CLIA. Uma investigacdo recente conduzida por Valencia-Portillo em

2024 avaliou o desempenho de um teste soroldgico utilizando o método ELISA com a proteina
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recombinante rLb6H, em 393 soros de pacientes de cinco centros de 3 estados do Brasil e
demonstraram elevados indices de sensibilidade (98,6%) e especificidade (100%). Além disso, foi
realizada uma analise de reagdo cruzada com 141 soros de pacientes com diversas doengas,
incluindo doengas autoimunes, doenga de Chagas, histoplasmose, malaria, mononucleose
infecciosa, paracoccidioidomicose, sifilis, toxoplasmose e tuberculose, bem como amostras
positivas para fator reumatoide. A especificidade do teste apresentou diminui¢do em areas de alta
endemicidade para a forma visceral de leishmaniose, possivelmente devido a reagdo cruzada com
anticorpos de pacientes com essa forma clinica. Observou-se, ainda, as maiores taxas de reacao
cruzada com soros de pacientes com paracoccidioidomicose (23,3%), maléria (36,4%) e
tuberculose (40%).

Estudos como o de Valencia-Portillo e o presente trabalho, que investigam metodologias
sorologicas para o diagndstico da leishmaniose tegumentar utilizando amostras de soros de
diferentes regides, ainda sdo escassos na literatura. Essa escassez compromete a aplicabilidade de
testes com capacidade para identificar pacientes de diversas regides do pais. Portanto, ¢
fundamental que os testes soroldgicos incluam amostras de diferentes regides do Brasil,
especialmente das regides Norte e Nordeste, onde ha alta prevaléncia e circulagdo de diversas
espécies do parasito (De Melo et al., 2024). Esta abordagem ¢ crucial para o controle e o
mapeamento epidemiologico da doenca.

A busca pela Propriedade Intelectual ¢ uma area que tem crescido significativamente nos
ultimos anos, e as patentes sdo um dos principais meios para alcangar esse objetivo, além de
servirem como indicadores do desenvolvimento tecnoldgico de um pais ou regiao (OMPI, 2019).
O Brasil lidera com uma participagdao de 90,9% nos registros de patentes para diagnostico da
leishmaniose tegumentar. Este protagonismo do Brasil no panorama tecnologico reflete o interesse
em desenvolver novas tecnologias que facilitem o diagndstico desta forma clinica prevalente nas
Américas (Albuquerque et al., 2023). Os resultados preliminares deste estudo possibilitaram a
submissdao de um pedido de patente ao INPI (Instituto Nacional de Propriedade Intelectual) para
um novo kit diagnostico de leishmaniose tegumentar, contribuindo assim para as inovagdes
tecnologicas do pais (ANEXO III).

Atualmente as invengdes brasileiras de alto desempenho como novos métodos
imunodiagnosticos para LT, assim como no atual trabalho, sdo de peptideos sintéticos

(Albuquerque et al., 2023). Estes kits diagndsticos conferem alta sensibilidade e especificidade no
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diagnostico de Leishmaniose Tegumentar incluindo a forma mucocutinea e cutanea localizada
(Coelho et al., 2017; Coelho et al., 2018). Outra caracteristica compartilhada com essas invengoes
¢ a utilizacao de ELISA. Esses testes diagndsticos consideraram essa metodologica mais viavel,
destacando-se pela coleta manos invasiva de material biologico, pela capacidade de realizar o teste
com varias amostras simultaneamente, pela execugdo simplificada e pelo custo médio inferior em
comparag¢do a outros métodos imunolédgicos (Carvalho et al., 2017; Pena et al., 2020).

Embora o numero de registros de kits diagnosticos na area da leishmaniose tegumentar
esteja crescendo e os resultados sejam promissores, as invengdes apresentam limitagoes
significativas do ponto de vista metodoldgico, o que constitui barreiras para a implementacao
desses novos métodos soroldgicos na pratica clinica da LT. As principais limitacdes identificadas
incluem: a auséncia ou ndo referéncia ao método padrao-ouro como diagnostico de referéncia,
amostras de tamanho reduzido ou ndo mencionadas no documento e a nao inclusdao de pacientes
com sinais clinicos que podem se assemelhar a LT, como esporotricose, paracoccidioidomicose e

outras doengas dermatologicas (Albuquerque et al., 2023, Freire et al., 2021).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0001706X23000906?via=ihub#bbib0011
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VI- CONCLUSOES

ApoOs mapeamento de epitopos para células B em proteinas ja identificadas como
promissoras para diagnostico de LT, a triagem dos 20 peptideos permitiu selecionar nove (45%)
deles como promissores para a utilizagdo como antigenos nos métodos ELISA e CLIA. Com esses
antigenos os testes sorologicos distinguiram presenca ou auséncia da infec¢do, sendo que, trés
peptideos apresentaram desempenho superior no método ELISA, trés exclusivamente no método

CLIA e outros trés demonstrando melhor desempenho em ambos os métodos.

Na avaliacdo do método ELISA, os melhores resultados foram com o peptideo BT7 nas
amostras de MG, com elevada AUC de 0,934, sensibilidade de 88%, especificidade de 97%, valor
preditivo positivo de 97%, e valor preditivo negativo de 88%. Além disso, observou-se baixa
reatividade cruzada com a forma visceral da doenga (3%) e nenhuma reacdo com doencgas

dermatoldgicas que podem interferir no diagnostico clinico da LT.

Na avaliacdo do CLIA, ao utilizar o peptideo HS3 como antigeno, o teste apresentou
elevada AUC de 0,909, sensibilidade de 94%, especificidade de 77%, valor preditivo positivo de
75%, valor preditivo negativo 94% e, apesar do elevado indice de reacdo com LV (89%), ndo
apresentou reagdo cruzada com paracocciodomicose e baixo indice de reatividade com

esporotricose (12%).

A combinacdo dos peptideos EL1 e BT7 como antigeno nas reagdes melhorou
significativamente a efic4cia dos testes, alcancando a maior acuracia do estudo (97%) no ELISA,
além de apresentar alta especificidade e sensibilidade tanto no CLIA (S=69%% E= 94%), quanto
no ELISA (S=96%, E= 88%). Além de permitir a deteccdo de soros positivos de pacientes de

regides diferentes.
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VII- ANEXOS

Anexo I

Mapeamento de epitopos para células B em proteinas identificadas pela imuno protedmica como

imunogénicas e diferencialmente abundantes em L. amazonenses.

PROTEINA

GI

EPITOPOS
M — PREDITO PELO BCPREDS
M — PREDITO PELO ABCPRED

Beta-tubulina

13569565

MREIVSCQAGQCGNQIGSKFWEVIADEHGVDPTGSYQGDSDLQLERINVYFDESAGGRYVPRAVLMDLEP
GTMDSVRAGPYGQLFRPDNFIFGQOSGAGNNWAKGHYTEGAELIDSVLDVCRKEAESCDCLQGFQLSHSLG
GGTGSGMGTLLISKLREEYPDRIMMTFSVIPSPRVSDTVVEPYNTTLSVHQLVENSDESMCIDNEALYDI
CFRTLKLTTPTFGDLNHLVAAVMSGVTCCLRFPGQLNSDLRNRLAVNLVPFPRLHFFMMGFAPLTSRGSQ
EYROGLSVADVTQOMFDAKNMMOAADPRHGRYLTASALFRGRMSTKEVDEQMLNVONKNSSYFIEWIPNN
IKSSICDIPPKGLKMSVTFIGNNTCIQEMFRRVGEQFTGMFRRKRFLHWYTGEGMDEMEFTEAESNMNDL
VSEYQQYQODATVEEEGEFDEEEEAY

Proteina do
choque
térmico 70

kDa (HSP70)

10626

MTFDGAIGIDLGTTYSCVGVWONDRVEIIANDQGNRTTPSYVAFTDSERLIGDAAKNQVAMNPHNTVEDA
KRLIGRKEFNDLVVQSDMKHWPFKVTTKGDDKPVISVQYRGEEKTFTPEKISSMVLLKMKETAEAYLGKQV
KKAVVTVPAYFNDSQRQATKDAGTISGLEVLRIINEPTAAATIAYGLDKGDDGKERNVLIFDLGGGTEDVT
LLTIDGGIFEVKATNGDTHLGGEDEFDNRLVTFFTEEFKRKNKGKNLASSHRSLRRLRTACERAKRTLSSA
TOATIEIDALFDNVDFQATINRARFEELCGDLFRSTIQPVERVLODAKMDKRSVHDVVLVGGSTRIPKVQ
SLVSDFFGGKELNKSINPDEAVAYGAAVOAFILTGGKSKQTEGLLLLDVTPLTLGIETAGGVMTALIKRN
TTIPTKKSQIFSTYADNQPGVHIQVFEGERAMTKDCHLLGTFDLSGIPPAPRGVPQIEVTFDLDANGILN
VSAEEKGTGKRNQITITNDKGRLSKDEIERMVNDAMKYEADDKAQADRVEAKNGLENYAYSMKNTLGDSN
VSGKLDDTDKSTLNKEIEAALEWLSSNQEATKEEYEHKQKELENVCNPIMMTKMYQSMGGGAGGMAGMPDM
SSMSGARPAGGASSGPKVEEVD

elongation
factor 2

322490597

MVNETVDQVRELMDYPDQIRNMSVIAHVDHGKSTLSDSLVGAAGIIKMEEAGDKRIMDTRADEIARGITI
KSTAISMHYHVPKEMIGDLDDDKRDFLINLIDSPGHVDFSSEVTAALRVTIDGALVVVDCVEGVCVQTETV
LRQALTERIRPVVFINKVDRAILELQLDPEEAYQGFVKTLONVNVVVATYNDPSMGDVQVSPEKGTVAIG
SGLQAWAFSLTRFANMYAAKFGVDELRMRERLWGDNEFDAKNKKWIKQETNADGERVRRAFCQFCLDPIY
QIFDAVMNEKKDKVDKMLKSLHVTLTAEEREQVPKKLLKTVMMKFLPAAETLLOMIVAHLPSPKKAQAYR
AEMLYSGEASPEDKYFMGIKNCDPAAPLMLYISKMVPTADRGRFFAFGRIFSGKVRSGQKVRIMGNNYVY
GKKQDLYEDKPVORSVLMMGRYQEAVEDMPCGNVVGLVGVDKYIVKSATITDDGESPHPLRDMKY SVSPV
VRVAVEAKNPSDLPKLVEGLKRLAKSDPLVVCSIEESGEHIVAGAGELHLEICLKDLQEDFMNGAPLKIS
EPVVSFRETVIDVSSQQCLSKSANKHNRLFCRGAPLTEELALAMEEGAAGPEADPKVRARLLADNYEWDV
QEARKIWCYGPDNRGPNVVVDVTKGVONMGEMKDSFVAAWQWATREGVLCDENMRGVRVNVEDVTMHADA
IHRGGGQITIPTARRVEYACCLTASPRLMEPMEVVDIQTVEHAMGGIYGVLTRRRGVIIGEENRPGTPIYN
VRAYLPVSESFGFTADLRAGTGGQAFPQCVFDHWQEYPGDPLEPKSLANATTLAIRTRKGLKADIPGLDQ
FMDKL

metallo-
peptidase,
Clan MA(E),
Family M3

322492700

MAATSIFADISTVGKCAALFPKTVAACEDLVKAAKHRAEQSLGKIYGIAPPNRTFOQNTAKSIDMASIELE
VSASLLSVIASVSPSKEVRDEATNRVVELETFSIDNFESNRQLY SALKEVCATPAYEAVYASGKAPREYT
YWMEEQLADYRRKGMELPEEEFQKVQLOKELASLCTVFQONISEDKTEVHFTVDALKGVPESVLSALQOR
TEAGECTVKMDYPTYFAVMKNCEVASTRQAVAQAFTNRAYPVNDNVLKDIIEKRHOQLAVLLGYPSFAHLY
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ISDKMAKKPEMAQAFVENLIPKVQKKWATEAELLKKHLHPSCSLSPAGEIQAYDIPFMINQIKKTLLNVS
ETEIQEYFPMDATVKALFDIYQSFFDITFLQVDNGSELWHSEVKTLEVKDKKSGCMLGYIILDLFPREGK
YSHACCHSVVPPVLLKEDGNDFSPALAVVIANFPGATADRPALFLHDDVETFFHEFGHATHSLMGRTRMA
TFAGTRVKRDFVELPSQMLEEWLWEPEILQTITSHYKTKEPLPRALIDAKVASKNAFSGRDTLRQLQFAT
YSLOIFGLPEFSTOQPRDSLNTTQLEFYDLEPRVMPGVQYEHNTHFESAFGHLTGYGAGYYGYMWSKVFEFALDL
FEYIRSHNGLLDPKMGCRYVDCIIGVGGSQDPNDMLVKFLGREPNNEAFLRSIGV

Enolase

134068394

MPIQKVYAREVLDSRRGNPTVEVELMTEAGVFRSAVPSGASTGVHEACELRDGDKARYCGAGCTQAVKNVN
EILAPALVGKDESDQAGLDKMMCELDGTKNKSKLGANAILGCSMAISKAAAAKAGVPLYRYIAGLAGTKD
IRLPVPCENVINGGKHAGNVLPFQEFMIAPTKATSFREALRMGSEVYHALKVITIKSKYGODAVNVGDEGG
FAPPIKHIDEPLPILMEAIEKAGHKGKFAICMDCAASEAYDAERKMYNLTFKNPEPTYVSAAELQATYER
WVAEYPLVSIEDPFAEDNFDEFSAITMALAGKAQIVGDDLTVINVERVKMAIEKSACNSLLLKINQIGTI
SESTAAAKLCMENGWSVMVSHRSGETEDTYIADLSVGLGTGQIKTGAPCRGERTAKLNQLLRIEEEIGST
ATYGYPGWA

peptidase
m20/

322493954

MSAGWTQVRQTVESEWEKTIVPAISAYIEVPNQSPQFDPEWATNGLOEKAFGILIDWMSAQNVQGLTYDY
LTADGRTPFLLVEIAGTEPTKNTVLMYGHMDKQPPLRPWAEGLDPHKAVVRDGKLYGRGGADDGYALFAA
VTAIASLQRHGVPHGRVVIMIEGGEESGSPDLDYYMERCKERIGKVDLMVCLDSGSMNYSQVWLTTSLRG
VAMGELTVQTLTESMHSGVAGGVVPDTFRITRELLSRIEDCKTGEVLFPEAHCEMPAYAVKAAESMKTVP
FKEQFAMAAGVATVPGDNVELAIQNFWKPSLTVTGANLPDPQIAGNVIRTHTTVKLSMRLPPL
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Anexo 11

Curva ROC das reagdes ELISA e CLIA com diferentes antigenos. Em azul, destaca-se o ponto que

apresenta a maior sensibilidade e especificidade simultaneamente, denominado Cutoff.
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ROC curve: ROC of EL1 (ELISA)
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ROC curve: ROC of BT4 (ELISA) ROC curve: ROC of BT4 (CLIA)
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Anexo II1
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