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RESUMO

As leishmanioses sdo doencas tropicais negligenciadas com alta endemicidade e que afetam
milhares de pessoas no mundo. Sua infeccdo € causada por parasitos protozoarios do género
Leishmania. A diversidade bioldgica entre as espécies € quem permite determinar as manifes-
tacOes clinicas, sendo elas na forma de leishmaniose visceral (LV) ou leishmaniose tegumentar
(LT). Dentre estas manifestacdes, a LV € considerada a mais grave, devido sua alta letalidade
e grande emergéncia em individuos com a infecgcdo provocada pelo virus da imunodeficiéncia
humana (HIV). Atualmente, as medidas de controle e prevencdo adotadas pela Organizacéo
Mundial da Satude (OMS), baseiam-se em uma combinacéo de estratégias de intervencéo contra
ainfeccdo, uma vez que o diagnostico eficaz e precoce € indispensavel para que se possa intervir
com o tratamento adequado, diminuindo indices de mortalidade e a evolucdo de complicacdes
clinicas. Entretanto, os testes soroldgicos utilizados apresentam sensibilidade e especificidade
prejudicadas em pacientes com leishmanioses e/ou coinfectados LV/HIV, devido a baixos ni-
veis de anticorpos antileishmanial ou pela presenca de doengas que causem reacdo cruzada,
levando a resultados falso-positivos. A sensibilidade torna-se também variavel em pacientes
tratados, uma vez que a sorologia pode manter-se positiva por meses ou anos ap6s o fim do
tratamento e cura da doenca. Buscando resolver tal problematica, a identificacdo de novos an-
tigenos, por meio de analises de bioinformatica associadas a imunoprotedmica, tem permitido
a deteccdo de novas proteinas com potencial aplicacdo diagndstica. Em estudos anteriores, as
proteinas hipotéticas LiHyT, LiHyD, LiHyV e LiHyP foram encontradas em espécies de Leish-
mania spp, e avaliadas em suas versdes recombinantes por meio de ensaios de ELISA, obtendo
resultados satisfatorios para a detec¢do da LV humana e canina. Com base nessas informacoes,
0 presente trabalho teve como objetivo desenvolver uma proteina quimera recombinante base-
ada na predicdo de epitopos lineares especificos de células B das quatro proteinas antigénicas
de L. infantum citadas e avaliar o potencial diagnéstico, assim como dos peptideos individuais
que a constituiram, frente a leishmaniose humana, bem como com a coinfecgdo com HIV, além
de testar os antigenos como marcadores prognostico apos o tratamento da LV e LT. As sequén-
cias de amino&cidos das proteinas foram avaliadas e oito epitopos de células B foram preditos
e utilizados na construcdo de uma nova proteina quimérica. A proteina foi expressa, purificada
e avaliada como antigeno recombinante em ELISA para o diagnéstico de LV, LT, coinfeccdo
LV/HIV e prognéstico em amostras de pacientes tratados de LV e LT. Os epitopos de células
B usados na construcdo da quimera foram sintetizados e também testados em ELISA frente as
mesmas amostras, assim como um extrato antigénico soltvel de Leishmania braziliensis (SLA).
Os resultados mostraram que a proteina quimera apresentou sensibilidade e especificidade de
100% para diagnosticar a LV, LT e LV/HIV, enquanto os peptideos sintéticos apresentaram
sensibilidade variando entre eles de 9,1% a 90,9% para amostras de LT e 76,8% a 99,2% para
amostras de LV e LV/HIV, ja os valores de especificidade atingiram 98,3% a 99,1% para LT e
67,1% a 95,7% para LV e LV/HIV. O SLA apresentou sensibilidade e especificidade de 18,2%
e 98,3% para LT, e 56,8% a 69,5% para amostras de LV e LV/HIV, respectivamente. Uma
avaliacdo progndstica preliminar mostrou ainda que os anticorpos anti-quimera diminuiram em
niveis significativos, quando comparada a reatividade soroldgica antes e seis meses apos o tra-
tamento, sugerindo um possivel papel progndéstico da quimera para as leishmanioses. O presente
estudo, mostrou-se eficaz na construcéo e avaliacdo de novos candidatos, que demonstram ter
um bom desempenho na detec¢do diagndstica e prognostica para as leishmanioses e dos casos
de coinfeccdo LV/HIV.

Palavras-chave: Leishmania infantum, Leishmania braziliensis, epitopos de células B, qui-
mera, bioinformatica, ELISA.



ABSTRACT

Leishmaniasis are neglected tropical diseases with high endemicity that affect thousands of
people in the world. Infection is caused by protozoan parasites of the genus Leishmania. The
biological diversity between species is what allows determining the clinical manifestations,
either in the form of visceral leishmaniasis (VL) or tegumentary leishmaniasis (TL). Among
these clinical manifestations, VL is considered the most serious, due to its high lethality and
great emergence in individuals with infection caused by the human immunodeficiency virus
(HIV). Currently, the control and prevention measures adopted by the World Health Organiza-
tion (WHO) are based on a combination of intervention strategies against the infection, since
an effective and early diagnosis is essential to intervene with the appropriate treatment, decrea-
sing mortality rates and evolution of clinical complications. However, the serological tests used
show impaired sensitivity and specificity in patients with leishmaniasis and/or coinfected with
VL/HIV, due to low levels of anti-leishmanial antibodies or the presence of diseases that cause
cross-reaction, leading to false-positive results. The sensitivity also becomes variable in treated
patients, since the serology can remain positive for months or years after the end of the trea-
tment and cure of the disease. Seeking to solve this problem, the identification of new antigens,
through bioinformatic analysis associated with immunoproteomic, has allowed the detection of
new proteins with potential diagnostic application. In previous studies, the hypothetical proteins
LiHyT, LiHyD, LiHyV and LiHyP were found in species of Leishmania spp, and evaluated in
their recombinant versions through ELISA assays, and satisfactory results were obtained for
the detection of human and canine VL. Based on this information, the present work aimed to
develop a recombinant chimera protein through on the prediction of specific linear epitopes of
B cells derived from these four antigenic proteins of L. infantum and to evaluate its diagnostic
potential, as well as the individual peptides that constitute it, against human leishmaniasis, as
well as co-infection with HIV, in addition to testing them as possible prognostic markers of
patients after VL and TL treatment. The amino acid sequences of the proteins were evaluated
and eight B cell epitopes were predicted and used in the construction of a new chimeric protein.
The protein was expressed, purified and evaluated as a recombinant antigen in ELISA for the
diagnosis of VL, TL, VL/HIV co-infection and prognosis in samples from patients treated for
VL and TL. The B cell epitopes used in the construction of the chimera were synthesized and
also tested in ELISA against the same samples, as well as a soluble Leishmania braziliensis
antigenic extract (SLA). The results showed that the chimera protein apresented sensitivity and
specificity of 100% for diagnosing VL, TL and VL/HIV, while the synthetic peptides showed
sensitivity ranging from 9.1% to 90.9% for TL samples and 76.8 % to 99.2% for VL and
VL/HIV samples, while the specificity values reached from 98.3% to 99.1% for TL and 67.1%
t0 95.7% for VL and VL/HIV. The SLA showed sensitivity and specificity of 18.2% and 98.3%
for TL, and 56.8% to 69.5% for VL and VL/HIV samples, respectively. A preliminary prog-
nostic evaluation also showed that anti-chimera antibodies significantly decreased when com-
pared to serological reactivity before and six months after treatment, suggesting a possible prog-
nostic role of the antigen for leishmaniasis. The present study proved to be effective in the
construction and evaluation of new candidates, who demonstrate good performance in diagnos-
tic and prognostic detection for leishmaniasis and VL/HIV co-infection.

Keywords: Leishmania infantum, Leishmania braziliensis, B cell epitopes, chimera, bioinfor-
matics, ELISA.
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1 CONSIDERACOES INICIAIS

1.1 CONTEXTUALIZACAO DA HISTORIA ACADEMICA

Graduada em Ciéncias Biologicas (Bacharelado), pela Universidade do Extremo Sul
Catarinense — UNESC, iniciei minha carreira académica na pesquisa ja no primeiro ano de gra-
duacdo em 2013 onde ingressei como aluna de Iniciagéo Cientifica no grupo de pesquisa em
Genética Toxicoldgica, coordenado pela prof. Dra. Vanessa Moraes de Andrade. Neste grupo
permaneci durante os quatro anos de graduacdo, onde participei de inimeros projetos voltados
a Biologia Molecular, por meio de analises de genotoxicidade e mutagénese. Durante a gradu-
acdo, também pude adquirir experiéncia nas areas de microbiologia e ecotoxicologia, através
de estagios voluntarios na institui¢cdo. Ao longo dos anos de iniciacéo cientifica busquei apren-
der ao maximo sobre todas as linhas de pesquisa do laboratorio, foi dessa forma que conheci as
linhas de estudo do Prof. Dr. Ricardo Andrez Machado de Avila, o qual passei a me interessar
e pesquisar mais sobre a area de animais pegonhentos e a toxinologia, que fazem parte da ex-
pertise do professor. Foi entdo que o Prof, Ricardo passou a me coorientar junto com a orienta-
cdo da Prof. Dra. Vanessa durante o trabalho de concluséo de curso, intitulado “Danos ao DNA
de camundongos inoculados com veneno de Tityus serrulatus Lutz & Mello, 1922”. Em 2017
conclui a graduagdo e no mesmo ano ingressei no mestrado através do Programa de Pds-Gra-
duacéo em Ciéncias da Saude da UNESC, no qual fui orientada também pelo Prof. Dr. Ricardo
e coorientada pela Prof. Dra. Vanessa.

No decorrer do mestrado percebi me enquadrar melhor nas linhas de pesquisa coorde-
nadas pelo Prof. Ricardo, o qual possui expertise nas areas de bioinformatica e biotecnologia
peptidica aplicada ao desenvolvimento de novos produtos bioldgicos como testes diagnosticos,
vacinas e caracterizacdo de toxinas de animais peconhentos. Fui bolsista durante todo o periodo
de mestrado no laborat6rio de Fisiopatologia Experimental, no grupo de pesquisa em Biotec-
nologia peptidica aplicada ao desenvolvimento de novos farmacos.

Durante os dois anos de mestrado, trabalhamos inimeras vezes em colaboragdo com o
Prof. Dr. Eduardo Antonio Ferraz Coelho, que me possibilitou ter engajamento em diversos
projetos voltados ao desenvolvimento de novos testes diagndsticos e vacinas para controle de
doengas infecciosas e tropicais. A realizagdo de tais projetos se deu por meio da predicdo de
epitopos atraves de ferramentas de bioinformatica, resultando em multiplos artigos cientificos

publicados em revistas de alta relevancia cientifica.
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Foi durante o mestrado que conheci as linhas de pesquisa do grupo de Tecnologias Ino-
vadoras para o Controle das Doencas Infecciosas e Tropicais, coordenado pelo Prof. Dr. Edu-
ardo Antonio Ferraz Coelho e devido as colaboragdes entre os professores, foi possivel aprender
e me aperfeicoar sobre a aplicacdo de ferramentas de bioinformatica e sua importancia no de-
senvolvimento de produtos bioldgicos, principalmente voltadas para as Leishmanioses. Foi en-
tdo que por meio de processo seletivo, ingressei no Programa de Pds-Graduacdo em Ciéncias
da Saude: Infectologia e Medicina Tropical da Faculdade de Medicina da UFMG sobre dupla
orientacdo do Prof. Dr. Eduardo e Prof. Dr. Ricardo. Durante todo esse periodo académico até
0 presente momento, além das inUmeras experiéncias resumidamente descritas acima, cursei
uma segunda graduacdo de Licenciatura em Ciéncias Biolodgicas, realizei coorientacdes, orien-
tacOes, participacdo em bancas, obtive inUmeras experiéncias como docente, ministrei palestras
na graduacdo e pos-graduacdo, participacdo em eventos, além de artigos cientificos publicados,

depdsito de trés patentes e um produto bioldgico, sendo duas das patentes resultantes desta tese.

1.2 CONSTRUCAO DO PROJETO

A presente tese de doutorado teve como principal objetivo predizer epitopos lineares
especificos de células B encontrados em sequéncias de proteinas hipotéticas identificadas ante-
riormente em estudo imunoprotebmico em parasitos de L. infantum, publicado sob a orientacao
do prof. Dr. Eduardo Antonio Ferraz Coelho, o qual possui uma vasta expertise nas linhas de
desenvolvimento de testes diagndsticos, marcadores terapéuticos e vacinas para as leishmanio-
ses.

Tendo em vista a vasta experiéncia dos orientadores nas linhas de pesquisas que nor-
teiam esta tese, um dos importantes fatores de tal estudo foi a necessidade emergencial do de-
senvolvimento de novos Kits diagndsticos para as leishmanioses. As leishmanioses sdo doengas
negligenciadas mundialmente e consideradas um importante problema de Saude Publica. Apre-
sentam elevadas estimativas globais da ocorréncia de novos casos anualmente, sendo o Brasil
um dos paises com maiores indices de notificagdo. Outro problema enfrentado na deteccao des-
sas doencas esta nos individuos coinfectados pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV),
uma vez que ocorrem em paises onde ambas as doencas sao endémicas.

Tendo conhecimento das inimeras limita¢fes que rodeiam o controle das leishmanioses
no quesito diagnostico, foco deste trabalho, tal tese teve por objetivo, predizer epitopos de cé-
lulas B especificos, encontrados em quatro proteinas hipotéticas LiHyT, LiHyD, LiHyV e Li-

HyP, selecionadas por meio de ferramentas de bioinformatica, afim de construir, a partir destes
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peptideos, uma proteina quimérica a ser utilizada como um possivel marcador diagnéstico das
leishmanioses e de coinfec¢do LV/HIV, além da aplicacdo prognoéstica em amostras de pacien-
tes tratados de leishmaniose.

A apresentacdo deste trabalho foi elaborada de acordo com a Resolugdo n° 02/2013, de
18 de setembro de 2013; o qual regulamenta o formato dos trabalhos finais de defesa de teses e
dissertacGes do Programa de Pds-Graduacdo em Ciéncias da Saude: Infectologia e Medicina
Tropical da Faculdade de Medicina da UFMG. O presente estudo esta inserido na linha de pes-

quisa de “Leishmanioses”.
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2 INTRODUCAO

As leishmanioses sdo doencas infecto-parasitarias no qual a infeccéo é causada por pa-
rasitos protozoarios da ordem Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae e género Leishmania
(GRIMALDI; TESH, 1993; PAHO, 2020). A infeccdo em mamiferos pode ocorrer por trans-
missdo de mais de 20 diferentes espécies de Leishmania, atualmente ja descritas (ROSSI; FA-
SEL, 2018). A diversidade bioldgica do protozoario, possibilita o surgimento de distintas ma-
nifestacGes clinicas da doenca, que estdo em sua maioria associadas ao estado imunolégico do
hospedeiro e a espécie do vetor infectante (ROSSI; FASEL, 2018). Dentre as diferentes mani-
festacOes das leishmanioses, encontram-se: a leishmaniose tegumentar (LT), que abrange as
formas cutanea (LC) ou mucosa (LM) da doenca e a leishmaniose visceral (LV). No Brasil, a
LT pode ser causada principalmente pelas espécies de Leishmania braziliensis e Leishmania
amazonensis, enquanto a LV é causada pela espécie Leishmania infantum. Dentre as formas da
doenca, a LV é considerada a mais grave, devido a sua alta letalidade, alcancando 95% dos
casos quando aguda e ndo tratada (TORRES-GUERRERO et al., 2017).

Independente das formas clinicas manifestadas, essas sao doencas que apresentam am-
pla distribuicdo geogréafica em todo 0 mundo, com grande numero de registros em paises de
toda a América Latina (PAHO, 2020). Dados demonstram que cerca de 68 mil novos casos de
LV foram notificados entre os anos de 2001 a 2020, distribuindo-se em torno de 13 paises nas
Américas, e mais de 39,7 mil casos de LC e LM foram registrados em 2020 na América Latina
(PAHO, 2022a). Mesmo frente a inumeras notificacdes, as leishmanioses enquadram-se entre
as principais doencas tropicais negligenciadas (DTNs) do mundo, sendo que esses dados sdo
baseados nos recursos aplicados de forma limitada em diagndéstico, tratamento e vigilancia
(MOHAN et al., 2022).

As DTNSs constituem um grupo com 20 doengas, associadas a paises de baixa e média
renda, localizados em regides onde saneamento basico, acesso a agua potavel e alguns cuidados
de salde sdo precarios e negligenciados (MOHAN et al., 2022; WHO, 2021). Uma vez que
essas doencas sao responsaveis por gerar sintomas graves e frequentemente evoluem a morte,
a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) desenvolveu um roteiro para reducao e possivel con-
trole. Tal proposta obteve progresso, porém muitas das metas estabelecidas para 2020 néo fo-
ram alcancadas (ASSIS; RABELLO; COTA, 2021). O roteiro atual de 2021-2030, estabelece
metas globais com intuito de prevenir, controlar, eliminar ou erradicar essas doencas, no qual
se fundamenta sobre trés pilares: (1) acelerar a agdo programatica, (2) intensificar as abordagens

transversais e (3) mudar os modelos operacionais e a cultura para facilitar a apropriacao do pais.
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Para a execucdo do primeiro pilar, o diagnéstico € citado como um dos mais importantes fatores
para o desenvolvimento de tal estratégia (WHO, 2020).

Atualmente, as leishmanioses sdo doencas proeminentes e de grande preocupacao de
salde publica em quase 100 paises no mundo (GOYAL; KESHAV; KAUR, 2021; CAVAL-
CANTE et al., 2021). Dentre os paises com maior nimero de casos, encontra-se o Brasil, com
15.484 registros no ano de 2020 (PAHO, 2020). Globalmente, estima-se que ocorram cerca de
600 mil a 1 milh&o de novos casos de LT e de 50 mil a 90 mil casos de LV por ano sendo que,
destes, apenas 25 a 45% sao relatados a OMS (WHO, 2021).

Além da elevada incidéncia e mortalidade da LV, a doenca é também considerada emer-
gente em individuos com a infeccéo provocada pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV)
(BRASIL, 2015). A associacdo com outras doencas e infeccGes, € um fator importante que di-
ficulta o controle das leishmanioses em diversas regioes do mundo (BURKI; ZWIZWAI, 2022).
A infeccéo por HIV é responsavel pelo desenvolvimento da Sindrome da Imunodeficiéncia -
AIDS, um problema de saude publica mundial, uma vez que cerca de 39 milhGes de pessoas
encontram-se infectadas (WHO, 2022e). Com base em taxas de crescimento e registros mundi-
ais, mais de 42 milhGes de pessoas viverdo com HIV até o ano de 2030 (DYBUL et al., 2021;
IHME, 2023). Estima-se ainda, que um terco das pessoas que vivem com HIV, encontram-se
em locais endémicos de LV (BURKI; ZWIZWALI, 2022).

Pacientes coinfectados com LV/HIV apresentam maior letalidade devido a imunossu-
pressdo desenvolvida, podendo influenciar diretamente em complicag@es clinicas, dificuldade
no tratamento e ineficiéncia do diagnostico (LINDOSO et al., 2018). Sua progressdo caminha
de acordo com a resposta imunologica do individuo, podendo ocorrer de forma acelerada (LIN-
DOSO etal., 2018). A imunossupressdo induzida pela coinfeccao pode levar a maior replicacdo
viral, evoluindo para a AIDS (LIMA et al., 2017). Em consequéncia, podem ocorrer complica-
¢Oes em casos de individuos com LV assintomaética, de forma que a coinfeccéo acaba por esti-
mular o agravamento e a manifestacdo de ambas as doencgas devido a deplecédo do sistema imune
(BRASIL, 2015).

As células T efetoras desempenham um importante papel no controle de infecgdes de-
senvolvidas por patdgenos intracelulares (FILIPE-SANTOS et al., 2009). Na presenca do HIV,
ocorre a deplecdo do sistema imunolégico pela queda na contagem de linfocitos T CD4*. Essas
células sdo as principais responsaveis pelo controle do parasito Leishmania, e dessa forma,
acaba por ocorrer a piora do quadro de LV (LINDOSO et al., 2018). Nesse contexto, medidas

de controle e prevengdo sdo necessarias para as leishmanioses, levando em conta que, até o
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momento, ndo existe nenhuma vacina humana disponivel para o combate das doencgas (JAIN;
JAIN, 2015).

Atualmente as medidas profilaticas e de controle contra as leishmanioses, baseiam-se
em uma combinacdo de estratégias de intervencdo contra a infeccdo. As principais medidas,
fundamentam-se no controle dos reservatérios (principalmente os cées) e vetores, por meio da
interrupgdo do ciclo bioldgico do parasito (TESH RB, 1995; WHO, 2022d). Como métodos
mais utilizados, encontram-se, a pulverizacao de inseticidas, uso de telas de protecdo nas resi-
déncias, protecdo individual através do uso de repelentes, abordagens frequentes de conscien-
tizagdo a salde publica, vigilancia efetiva em locais de maior endemicidade, além de diagnos-
tico e tratamento precoce nos individuos infectados (GRIMALDI; TESH, 1993; TESH RB,
1995; WHO, 2022d). Uma outra medida também adotada é a eutanasia de cdes soropositivos,
estes que sdo considerados 0s principais reservatorios domésticos dos parasitos, entretanto sdo
animais de estimacao e grande apreco, além de tal medida ndo influenciar significativamente
na redugdo do numero de novos casos e ser eticamente questionavel (TESH RB, 1995). A eli-
minacdo de animais silvestres considerados reservatérios, € também contestavel, visto a capa-
cidade de adaptacdo do parasito a outros reservatérios (GRAMICCIA; GRADONI, 2005;
TESH RB, 1995). Sobretudo, nenhuma das medidas existentes tem demonstrado ser suficien-
temente eficaz.

Embasado nessa realidade, protocolos de diagnostico por meio de ferramentas sensiveis
e especificas, assim como outros aspectos de controle, devem ser considerados, principalmente
em paises com endemismo da doenca (TAVARES, 2003). Dentre os métodos diagndsticos pre-
conizados mundialmente, encontram-se 0 exame parasitoldgico considerado padréo ouro, e 0s
testes sorologicos principalmente para LV, além da avaliacdo completa na busca de uma com-
binagdo dos sinais clinicos em que o paciente se encontra (TAVARES, 2003). Na LT, os testes
soroldgicos e exames parasitoldgicos possuem ainda maior dificuldade para deteccéo, devido a
escassez de parasitos nas amostras coletadas, principalmente em pacientes com lesdes antigas,
a sensibilidade se torna variavel e entre 20% a 40% dos pacientes apresentam resultados falso-
negativos (MELLO, 2015; GOTO; LINDOSO, 2014; MARTINS et al., 2014; VILELA DE
SOUZA et al., 2019). Os exames parasitoldgicos, quando realizados para LV, ocorrem através
de microscopia Gtica, que consiste na busca por formas amastigotas em amostras de aspirados
do baco, medula 6ssea e linfonodos, entretanto, a escassez de parasitos presentes na amostra €
também frequente (WHO, 2022d).

Dentre os testes soroldgicos encontram-se os de imunofluorescéncia indireta (RIFI), en-

saio de imunoadsorcdo enzimatica (ELISA), teste de aglutinacdo direta (DAT) e testes
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imunocromatograficos, além de técnicas moleculares também aplicadas, como a deteccdo de
KDNA de Leishmania pela reagcdo em cadeia da polimerase (PCR) (MACHADO et al., 2020a;
TRAVI et al., 2018). Sobretudo, os testes atualmente disponiveis apresentam grande dificul-
dade quanto a aplicabilidade, visto que a coleta de amostras é considerada invasiva em alguns
testes e ha variagBes quanto a sua sensibilidade e/ou especificidade (MACHADO et al., 2020g;
SAKKAS; GARTZONIKA; LEVIDIOTOU, 2016; TRAVI et al., 2018).

A grande maioria dos testes sorodiagnosticos comerciais utilizam proteinas recombi-
nantes, como ¢é o exemplo das proteinas rk39, rK26 e rkE1l6 (SARKARI; REZAEI; MOHE-
BALI, 2018). Essas proteinas sdo relacionadas a superfamilia de proteinas cinesina, encontra-
das nas vérias espécies de Leishmania e desenvolvem uma importante funcdo voltada ao pro-
cesso mitdtico e comprimento do flagelo (BLAINEAU et al., 2007). Dentre os antigenos dis-
poniveis, a rK39 incorporada em fitas imunocromatogréaficas, permitiu detectar LV com eleva-
dos niveis de sensibilidade (93 a 100%) e especificidade (97 a 98%) em pacientes, demons-
trando um bom desempenho diagnoéstico (DHOM-LEMOS et al., 2019; ZIJLSTRA et al.,
2001).

Entretanto, existem ainda dificuldades relacionadas a eficacia dos testes de sorodiag-
ndstico das leishmanioses, visto a ocorréncia de reatividade cruzada em individuos infectados
com outras doencas relacionadas a LV, como é o caso de Doenca de Chagas, malaria e tuber-
culose; que provocam a obtencéo de resultados falsos-positivos (COURA-VITAL et al., 2013;
MACHADO et al., 2020a). A sensibilidade também é variavel, principalmente em pacientes
tratados, uma vez que alguns deles podem manter a sorologia positiva por meses ou anos apés
o fim do tratamento e cura clinica (PORTELA et al., 2018; SAVOIA, 2015; TRAVI et al.,
2018).

Em casos de pacientes recém-infectados ou ainda assintomaticos, a deteccdo torna-se
ainda mais dificultada, devido aos baixos indices de sorologia antileishmanial. O mesmo ocorre
em individuos coinfectados com LV/HIV, podendo haver menor producéo de anticorpos contra
proteinas de Leishmania, reduzindo a sensibilidade aos testes (RAMOS et al., 2021). Ademais,
resultados inconclusivos ou falsos-positivos em individuos residentes em areas endémicas da
doenca sdo também relatados (PORTELA et al., 2018; SALLES et al., 2017).

Nesse cenario, como novas alternativas focadas na busca em solucionar os problemas
relacionados a baixa sensibilidade e/ou especificidade dos testes sorodiagnosticos, a identifica-
cao de novos antigenos com melhor performance torna-se uma prioridade, visando assim de-
senvolver novos testes de deteccdo para as diferentes leishmanioses humanas e coinfeccdo com

HIV. Uma das estratégias é a busca por novos antigenos compostos por epitopos especificos de
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células B e/ou através da construcdo de proteinas quiméricas com grande potencial diagndstico.
A implementacdo destes antigenos pode aumentar o desempenho de novos sorodiagndésticos,
possibilitando o desenvolvimento de testes com baixo custo, maior praticidade e aplicabilidade,
além de maiores indices de sensibilidade e especificidade, quando comparados aos métodos
convencionais atualmente disponiveis (FERNANDEZ-ROBLEDO; VASTA, 2010). O princi-
pio destas novas moléculas, chamadas de proteinas quimeras, consiste na unido de diferentes
fragmentos peptidicos originando uma nova proteina sintética (CHAVEZ-FUMAGALLI et al.,
2013; FERNANDEZ-ROBLEDO; VASTA, 2010). De modo geral, os epitopos presentes na
proteina quimérica possuem a mesma natureza soltvel, mantendo-se acessiveis frente as células
imunes dos hospedeiros, além de apresentarem boa estabilidade (CHAVEZ-FUMAGALLI et
al., 2013; LAGE et al., 2016a).

Buscando identificar novos antigenos, analises de bioinformatica associadas a imuno-
protedmica para identificacdo de proteinas de L. infantum tem permitido a detec¢o de proteinas
com potencial aplicacdo em testes diagnésticos (COELHO et al., 2012). Dentre as proteinas
hipotéticas especificas encontradas em espécies de Leishmania spp; LiHyT, LiHyD, LiHyV e
LiHyP foram avaliadas em suas versdes recombinantes por meio de ensaios de ELISA e resul-
tados satisfatdrios foram obtidos para a detec¢do da LV humana e canina (LAGE et al., 2016g;
MARTINS et al., 2015; PORTELA et al., 2018).

Nesse contexto, tendo em vista que a aplicacdo eficaz de testes diagndsticos voltados
para a deteccdo das leishmanioses e coinfec¢do LV/HIV sdo de fato um grande desafio, e con-
siderando as limitagdes existentes diante de suas aplica¢des, a construcdo de novos marcadores
e proteinas quimeras como antigenos para implementacdo de novos testes sorodiagnosticos,
poderia melhorar as condic@es de controle das diferentes formas de leishmanioses e coinfeccédo
LV/HIV. Dessa forma, no presente trabalho, sequéncias de aminoacidos de proteinas antigéni-
cas sendo elas LiHyT, LiHyD, LiHyV e LiHyP, selecionadas do parasito L. infantum foram
avaliadas para a predicao de epitopos de células B, e uma nova proteina quimérica foi construida
a partir desses novos antigenos. A mesma, em versao recombinante, bem como os epitopos que
deram origem a ela, sob a forma de peptideos, foram testados como ferramentas diagndsticas
por meio de ELISA, para deteccdo de LV, LT e coinfec¢do de LV/HIV humana, bem como sua
acao prognostica na avaliacdo e controle da distingao soroldgica de pacientes com a doenca

ainda ativa, daqueles individuos ja tratados e curados da infec¢éo.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Epidemiologia das leishmanioses e coinfec¢do Leishmania/HIV

As leishmanioses sdo um grupo de doengas parasitéarias desenvolvidas pela infeccdo de
protozoarios do género Leishmania (OPAS, 2022). Mundialmente, em torno de 20 diferentes
espeécies de Leishmania ja foram identificadas em infec¢cbes humanas e mais de 90 espécies de
vetores flebotomineos sdo conhecidos por transmitirem estes parasitos, sendo importante des-
tacar que cerca de 54 espécies ndo consideradas vetoriais, podem também estar potencialmente
envolvidas no processo de transmissdo (PAHO, 2022d). A variedade de espécies tanto do vetor
quanto do parasito, permite que as infec¢Bes apresentem um amplo espectro de manifestacdes
clinicas, comprometendo desde a pele, até mucosas e érgdos viscerais (PAHO, 2020).

Globalmente, as leishmanioses destacam-se dentre as principais DTNs, sendo conside-
radas endémicas em 98 paises tropicais e subtropicais do mundo (OPAS, 2022). Atualmente,
cerca de 350 milhdes de pessoas encontram-se expostas aos riscos de infeccao e 12 milhdes de
pessoas infectadas. Estima-se que mais de 1 bilhdo de pessoas residam em &reas endémicas,
sendo que 0,9 a 1,6 milhdes de novos casos de leishmanioses ocorrem ao ano, apresentando
altas taxas de letalidade, com numeros entre 20 a 30 mil mortes notificadas (PAHO, 2023).
Apesar da elevada incidéncia registrada, apenas 25% a 45% do total de casos estimados séo de
fato notificados a OMS.

Dentre as manifestagdes, a LT apresenta uma distribuicdo mundial, e estima-se que anu-
almente ocorram cerca de 1,5 milhdes de novos casos (PAHO, 2022c). Dentre os paises com
maior numero de notificacbes no ano de 2020, destaca-se o Brasil com 16.432 de casos, a Co-
[6mbia com 6.161, o Peru com 4.178, a Nicardgua com 3.443 e Bolivia com cerca de 2.059
casos (Figura 1 e 2) (OPAS, 2021; WHO, 2022a).



:'\d\\m

!

0O

Nimero de novos casos de LC, 2020 i—/'j, / N
0 casos reportados [lv / //!}S
8 <100 ) V%
I 100-999 ] Nenhum caso autictone relatado

" @ 1000-4999 [0 Semdados
=500 ] Na&o aplicavel

Figura 1 - Incidéncia mundial de endemicidade da leishmaniose cutanea. Adaptado de WHO, (2022a).

70000 2500

60000
2000

50000

40000 1500

30000

1000

20000

500
10000

0 0
-t o [32] < [Ta) o ~ 0 (2] o - o~ (2] < wn o ~ 0 o o
o o o o o o o [=] (=] - - - - - - - -t - — o~
o o o o o o o (=} o o o o o o o o o (=] o o
~ ~ o~ ~ o~ o~ ~ ~ ~ o~ ~ o~ ~ o~ o~ ~ o~ o~ ~ ~
—@— Américas ~—@&— Brasil —@— Zona Andina
—@— América Central Cone Sul -®— Caribe

—@— México

Linear (Américas)

30

Figura 2 - NUmero de casos de leishmaniose tegumentar nas Regides das Américas e sub-regides, 2001-2020.

Adaptado de OPAS, (2021).

Das diferentes formas da doenca a LV € considerada a mais grave devido a sua alta
letalidade, alcangando 95% dos casos quando aguda e ndo tratada (TORRES-GUERRERO et
al., 2017; WHO, 2022d). Anualmente, estima-se que em média 3.500 casos de LV sejam noti-

ficados (Figura 3 e 4), apresentando uma taxa média em torno de 7% de letalidade (PAHO,

2022d; OPAS, 2021). Referente as areas de maior endemicidade e com casos notificados de
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LV, encontram-se a india, Sudo, Sud&o do Sul, Brasil, Etiopia e Somalia (Figura 3), enquanto

a LT apresenta elevados nimeros de notificacdo no Brasil, Coldmbia, Nicaragua e Peru (Figura

1e 2) (OPAS, 2021; WHO, 2022b).
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Figura 3 - Incidéncia mundial de endemicidade da leishmaniose visceral. Adaptado de WHO, (2022b).
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A LV é considerada a infeccdo com maior potencial oportunista, principalmente em
pacientes infectados com HIV/AIDS (RAMOS et al., 2021). O aumento de registros de ambas
as infec¢des isoladamente, esta correlacionada a alta sobreposicao geografica tanto da infeccéo
pelo virus do HIV, quanto pela infeccdo proporcionada pelos protozoarios do género Leishma-
nia (Figura 6). A elevada incidéncia de casos de coinfeccdo, esta ainda diretamente relacionada,
com a piora dos sintomas e aumento nos indices de letalidade em pacientes coinfectados, tor-
nando-se um problema emergente de satde publica em todo 0 mundo (GRAEPP-FONTOURA
etal., 2022).

O perfil epidemioldgico de coinfeccdo Leishmania/HIV tem sofrido modificacdes nos
Gltimos anos, evoluindo tanto em paises desenvolvidos, quanto em paises subdesenvolvidos,
com relatos na Espanha, Franca e Italia, além de inimeros registros no Brasil, India, Etiopia e
outros paises do continente africano. Atualmente, totalizam-se em média 35 paises com notifi-
cacOes de coinfeccdo por Leishmania/HIV (Figura 5) (DIRO et al., 2015; GRAEPP-FON-
TOURA et al., 2022).
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Figura 5 — Distribuicdo mundial da leishmaniose e paises que relatam coinfec¢do Leishmania/HIV. Adaptado de
WHO, (2022c).

No ano de 2018, dentre os 3.562 novos casos de LV reportados, 7% foram de coinfec¢édo
Leishmania/HIV (PAHO, 2018). Desde o0 ano de 2012, existe uma tendéncia crescente de co-
infeccdo por LV e HIV nas Américas, sendo a maior propor¢do correspondente ao ano de 2020

com um aumento de 12,4%, quando comparado aos anos anteriores, com um total de 247 casos
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ao ano (OPAS, 2021). Destes valores levantados, 98% sao de notificagdes no Brasil (Figura 6)
(OPAS, 2021).

A disseminacdo de ambas as infec¢es, como por exemplo o HIV em areas rurais € a
disseminacdo concomitante das leishmanioses em areas suburbanas e urbanas, auxiliaram a ex-
pansdo de ocorréncia de coinfec¢do Leishmania/HIV em muitas partes do mundo (Figura 6)
(GRAEPP-FONTOURA et al., 2022; OKWOR; UZONNA, 2013).
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Figura 6 - Proporcéo de coinfec¢do LV/HIV e nimero de casos de leishmaniose visceral nas RegiGes das Américas,
2012-2020. Adaptado de OPAS, (2021).

Nas Ultimas décadas, alguns multiplos fatores tém sido determinantes no aumento da
incidéncia das leishmanioses e coinfecgbes com outras doencas infecciosas. Uma sequéncia de
eventos permite influenciar a disseminacdo de espécies vetoriais e parasitos, desde a expansao
de habitat dos vetores devido a degradacdo ambiental, variacdes climaticas, migracao de pes-
soas e cdes domesticos infectados (considerados principais reservatorios) para areas de maior
transmisséo e presenca de vetores transmissores, além de outros aspectos como condicdes sa-
nitarias precarias e outras questdes socioeconémicas (AVILA et al., 2023; PALATNIK-DE-
SOUSA, 2012).

Nos ultimos anos até em media o ano de 2020, os indices de letalidade relacionados as
leishmanioses cresceram gradativamente. Entretanto, muitos dos dados relatados e notificados
referentes a essas infec¢Oes, sofreram uma redugdo em seus nimeros a partir do ano de 2020

em muitos paises, o que indica uma elevada interrupcdo nas atividades de vigilancia devido &
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pandemia da COVID-19 (OPAS, 2022). Esses dados sustentam o fato de as leishmanioses se-
rem doengas de elevada preocupacao para saude publica a nivel global, demonstrando a urgente
necessidade na busca por medidas de controle mais efetivas (ALVAR et al., 2012; OPAS,
2022).

3.2 Etiologia e ciclo biolégico do parasito Leishmania spp.

As leishmanioses sdo doengas infecto-parasitarias onde a infecgdo é causada por para-
sitos protozoarios da ordem Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae e género Leishmania
(GRIMALDI; TESH, 1993; PAHO, 2020). O parasito Leishmania é transmitido ao hospedeiro
vertebrado em sua forma promastigota metaciclica, e inoculado no momento do repasto san-
guineo por vetores transmissores infectados, chamados de flebotomineos (GRIMALDI; TESH,
1993). Estes vetores sdo, artrépodes hemat6fagos da ordem Diptera, familia Psychodidae e sub-
familia Phlebotominae pertencente aos géneros Phlebotomus, em paises do Velho Mundo e
Lutzomyia, nas Américas (GRIMALDI; TESH, 1993; NEVES, 2016). Existem, em todo o
mundo, em torno de 1000 espécies e subespécies de flebotomineos descritas, destas apenas 10%
s&o consideradas vetores invertebrados dos parasitos Leishmania (CECILIO; CORDEIRO-DA-
SILVA; OLIVEIRA, 2022).

Durante o ciclo biolégico do parasito as espécies podem diferenciar-se em duas princi-
pais formas morfoldgicas, sendo elas: amastigotas intracelulares, no hospedeiro mamifero e
promastigotas, no vetor flebotomineo (GOSSAGE; ROGERS; BATES, 2003). As formas pro-
mastigotas sdo flageladas e extracelulares, o que Ihes confere maior motilidade; possuem estru-
turas denominadas de cinetoplastos, que se localizam entre a por¢do anterior e o nucleo, sendo
encontradas no trato gastrointestinal de vetores flebotomineos fémeas e transmitidas ao hospe-
deiro mamifero, consideradas a forma infecciosa do parasito (FREITAS MESQUITA; DOS
SANTOS; MEYER FERNANDES, 2021; HANDMAN; BULLEN, 2002). J4 as amastigotas
apresentam flagelo rudimentar, possuem cinetoplasto em forma de bastdo e se multiplicam nos
vacuolos fagociticos no interior de células do sistema fagocitico-mononuclear, podendo ser en-
contradas no interior de macrofagos, neutrofilos e células dendriticas dos hospedeiros mamife-
ros (BEIL, W. J., 1992).

Para que ocorra a transmissao do parasito, os insetos vetores flebotomineos fémeas séo,
no primeiro momento, infectados por formas amastigotas de Leishmania spp. Esta infeccdo
ocorre durante o processo de alimentacdo, quando através do repasto sanguineo em um hospe-

deiro mamifero infectado, os artrépodes ingerem fagocitos contendo os parasitos (Figura 7)
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(ASSIS et al., 2021). No interior do sistema digestorio do vetor, as formas amastigotas do
parasito irdo se transformar em formas promastigotas prociclicas, estas que sao as formas ainda
ndo infecciosas, porém com um potencial altamente proliferativo dentro do intestino médio do
flebotomineo (ASSIS et al., 2021). As formas prociclicas migram para probdscide, onde se
diferenciam em formas promastigotas metaciclicas, estagio este considerado infeccioso.
Quando o vetor, agora infectado, realizar uma nova alimentacdo por meio do repasto sanguineo,
as formas promastigotas metaciclicas, que possuem elevada motilidade e capacidade migrato-
ria, penetram a derme do hospedeiro mamifero ndo infectado. Apds adentrarem, sdo fagocita-
das por neutrofilos ou macréfagos do hospedeiro e, ainda dentro dos fagolisossomos, sofrem
diferenciacéo celular por divisdo binéria, resultando na forma intracelular amastigota. As for-
mas amastigotas sdo liberadas no meio extracelular apés o rompimento da celula, ocasionado
por lise celular. Nesse periodo as amastigotas atingem a corrente sanguinea, podendo ser fago-
citadas por outras células do sistema imune, dando inicio as manifestagdes clinicas da doenca.
Os parasitos podem, a partir desse momento, ser ingeridos por um novo vetor flebotomineo,
completando assim o ciclo biolégico do parasito Leishmania e iniciando uma préxima infeccéo
com o reinicio do ciclo (Figura 7) (GOSSAGE; ROGERS; BATES, 2003; BATES, 2007; AS-
SIS et al., 2021; CECILIO; CORDEIRO-DA-SILVA; OLIVEIRA, 2022).
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Figura 7 — Ciclo biolégico do parasito do género Leishmania spp. (1) Durante o repasto sanguineo os vetores
flebotomineos fémeas, sdo infectados com as formas amastigotas do parasito. (2) Formas amastigotas transfor-
mam-se em promastigotas prociclicas no interior do sistema digestorio do vetor. (3) Formas promastigotas proci-
clicas com alto potencial proliferativo, dividem-se no intestino médio do vetor e migram para a proboscide. (4)
Formas promastigotas prociclicas diferenciam-se em promastigotas metaciclicas (forma infecciosa) na valvula
faringea do vetor. (5) Durante um novo repasto sanguineo as formas metaciclicas infectam a corrente sanguinea
de um hospedeiro mamifero, ocorre a fagocitose por células do sistema fagocitario mononuclear. (6) Nas células
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fagociticas, ocorre a diferenciacdo de formas metaciclicas para formas amastigotas, estas que se multiplicam até
que ocorra lise celular. (7) Reinfeccdo de outras células e tecidos do hospedeiro. (8) Inicio de um novo ciclo de
infeccdo, quando as células infectadas sdo ingeridas por novos flebotomineos durante um novo repasto sanguineo.
Adaptado de ASSIS et al., (2021).

3.3 Manifestages clinicas das leishmanioses

As manifestagdes clinicas das leishmanioses estdo em sua maioria associadas ao estado
imunolodgico do hospedeiro, a espécie infectante do parasito e ao proprio metabolismo do vetor
transmissor (ROSSI; FASEL, 2018). S&o multiplos os fatores que podem determinar a patoge-
nia dessas doencas provocadas pelos parasitos do género Leishmania: caracteristicas genéticas,
alteracdes ambientais que possam vir a influenciar na proliferacdo dos parasitos e/ou vetores,
assim como também a microbiota intestinal do flebotomineo e a composicao da saliva desses
artropodes; fatores estes que podem apresentar grande relagdo na intensidade da infeccédo e in-
clusive o prognostico da doenga (CECILIO; CORDEIRO-DA-SILVA; OLIVEIRA, 2022).

O intestino médio dos flebotomineos, onde durante o ciclo biolégico do parasito ocorre
a proliferacdo das formas promastigotas prociclicas, abriga uma diversificada comunidade mi-
crobioldgica. Tal diversidade permite a colonizacéo dos parasitos Leishmania, assim como ou-
tros microrganismos e componentes que possibilitam potencializar e estabelecer a infec¢do no
hospedeiro mamifero (CECILIO; CORDEIRO-DA-SILVA; OLIVEIRA, 2022). Isso se deve,
a evolucdo de um quadro inflamatdrio que passa a se desenvolver apés a picada, provocado por
influéncia de indmeras proteinas salivares, afetando a hemostasia e até mesmo modulando a
imunidade do hospedeiro (CECILIO; CORDEIRO-DA-SILVA; OLIVEIRA, 2022).

A infeccdo causada pelos vetores transmissores e tal interacao existente entre os multi-
plos fatores, pode evoluir a diferentes manifestacfes clinicas das leishmanioses, podendo se
apresentar sob diferentes formas, sendo elas: leishmaniose tegumentar (LT), que abrange as
formas cutaneas (LC), cutanea-difusa (LCD) ou mucosa (LM) da doenca e a leishmaniose vis-
ceral (LV). No Brasil, a LT pode ser causada pelas espécies de L. braziliensis, L. amazonensis,
L. major, L. tropica, L. guyanensis, entre outros. Enquanto a LV é causada pelas espécies de L.
infantum e L. donovani (GRIMALDI; TESH, 1993).

3.3.1 Manifestagdes clinicas da leishmaniose tegumentar (LT)

O periodo de incubacdo da leishmaniose tegumentar em humanos, pode apresentar va-

riacBes entre duas semanas a dois anos de incubacdo, até que se iniciem os sintomas (PAHO,
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2022c). A leishmaniose cutanea (LC) é a forma clinica mais comum dentre as diferentes mani-
festacdes (OPAS, 2022). Atualmente é endémica em 18 paises em todo o mundo, ocorrendo em
cerca de 90% dos casos de pacientes diagnosticados com a LT (PAHO, 2020). E caracterizada
por apresentar lesbes localizadas, Unicas ou maltiplas, que podem iniciar como protuberancias,
evoluindo para nédulos bem arredondados e na maioria das vezes indolores. As lesdes podem
sofrer modificagcBes em suas caracteristicas morfoldgicas ao longo do tempo, alterando inclu-
sive de tamanho. As Ulceras desenvolvidas, apresentam bordas altas, arredondadas, de aparén-
cia granular e indolor (OPAS, 2022).

A leishmaniose cutaneo-difusa (LCD) é considerada a forma mais rara dentro das ma-
nifestagdes de LT. E caracterizada pelo desenvolvimento de maltiplas lesdes satélites, podendo
cobrir grandes porcGes da pele (ALVAR et al., 2008). Em sua maioria, as lesdes sdo nodulares,
com abundancia de amastigotas e ndo evoluem a ulceracdo. A falta do desenvolvimento de
ulceras e a proliferacéo exacerbada de amastigotas na lesdo, pode estar diretamente relacionada
a ineficiéncia ou auséncia de uma resposta imune do hospedeiro, ocorrendo dessa forma em
pacientes considerados anérgicos. Como consequéncia, na grande maioria dos casos, torna-se
altamente resistente aos tratamentos, apresentando frequentemente recidivas e tornando dificil
o tratamento (GONTIJO; CARVALHO, 2003; SCORZA; CARVALHO; WILSON, 2017).

A leishmaniose mucosa (LM) é a forma considerada mais grave dentre as LT, prevalente
em paises da América do Sul. Tal manifestacdo, € caracterizada por acometer mucosas do trato
respiratério superior e digestivo, podendo evoluir para perfuragdo tecidual, com consequente
morbidade dos pacientes (ALVAR et al., 2008). As lesdes podem afetar o septo nasal, por¢oes
do palato, faringe, laringe, labios, traqueia ou genitalias. A progressao da doenca pode dificultar
0 processo de degluticéo, fala, aspiracao e levar a desfiguracdo da face de forma grave. A LM,
apresenta também dificuldade na melhora frente aos tratamentos, sendo necessaria em muitos
casos, a implementacdo de terapias secundarias (PAHO, 2022c; SCORZA; CARVALHO;
WILSON, 2017).

3.3.2 Manifestacdes clinicas da leishmaniose visceral (LV)

Dentre as diferentes manifestagdes clinicas das leishmanioses a forma visceral é consi-
derada a mais grave devido a sua alta letalidade, alcancando 95% dos casos quando aguda e
ndo tratada (TORRES-GUERRERO, et al., 2017). Seu periodo de incubacdo pode variar de
dias até 2 anos, para que ocorra a manifestacdo dos sintomas. Entretanto, na maior parte dos

casos, esse periodo leva em torno de no maximo 2 meses (TORRES-GUERRERO, et al., 2017).
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A LV apresenta um amplo espectro clinico, desde sintomas leves e brandos, & modera-
dos e graves (PAHO, 2022b). Dentre as manifestacdes classicas da doenca, encontra-se febre,
aumento de baco e figado, quadros classificados por esplenomegalia e hematomegalia, respec-
tivamente, além de anemia grave e leucopenia (PAHO, 2022b). Alguns sintomas também des-
critos na literatura, podem incluir perda de peso devido a desnutri¢do, além de problemas res-
piratorios e/ou distarbios gastrointestinais (PAHO, 2022b). Em pacientes coinfectados com
LV/HIV, outros sintomas podem ocorrer, como comprometimento da infeccdo em locais atipi-
cos como: pulmao, cavidades peritoneais e trato gastrointestinal (PAHO, 2022b; SASIDHA-
RAN; PRAKASH SAUDAGAR, 2021).

Nas diferentes formas de manifestacdes das leishmanioses, fatores como o estado imu-
noldgico do hospedeiro sdo importantes determinantes da patogenia das doencas. Entretanto,
na LV, pacientes imunossuprimidos, criancas e idosos tendem a ser mais propensos a desen-
volver manifestagdes viscerais (VON STEBUT, 2015).

3.4 Aspectos imunoldgicos das leishmanioses

As infecBes causadas pelos parasitos do género Leishmania, induzem fortes respostas
humorais, que por sua vez demonstram ndo desempenhar a funcao de protecdo, e sim, podem
estar relacionados a formas nédo resolutivas das doencas (TRIPATHI; SINGH; NAIK, 2007).
Durante a resposta imune frente a infec¢do por patdgenos intracelulares, ocorre interacdo entre
as células apresentadoras de antigenos (APCs) e linfécitos T, que culminam na ativacao de
inimeras vias bioguimicas, o qual sintetizam moléculas como citocinas e 6xido nitrico, visando
resolver a infeccdo. Na leishmaniose, esses mecanismos de defesa comuns sdo comprometidos,
de forma que para a sobrevivéncia do patogeno as fungdes imunoldgicas do hospedeiro sao
suprimidas (GANGULI et al., 2015).

Na resposta anti-leishmania, uma variedade de componentes e vias séo envolvidos e/ou
ativados, desde elementos da imunidade celular mediada tanto por células que participam da
imunidade inata, incluindo principalmente macréfagos, células dendriticas (CDs) e neutrofilos,
assim como componentes da imunidade adaptativa, incluindo os linfocitos T, onde o equilibrio
dos subconjuntos de células T CD4*e T CD8" atuam principalmente no processo de cicatriza-
cdo (KEDZIERSKI; EVANS, 2014; YASMIN et al., 2022). Frente a um desequilibrio, as T
CD4* podem ser cruciais na resposta de resisténcia, enquanto as células T CD8" apresentam um
importante papel na eliminacdo de L. donovani por exemplo, onde a perda de funcdo desses

linfocitos esté associada a piora da doenca (ANAND et al., 2023). A resposta imune citotoxica
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desenvolvida por T CD8", esta também relacionada a expresséo de granzimas, além de influen-
ciar diretamente na resposta inflamatéria (FERRAZ et al., 2022).

Os mecanismos responsaveis por uma maior susceptibilidade ou resisténcia a evolucao
da infeccdo provocada pelas leishmanioses, assim como os fatores que determinam tal evolu-
cdo, ainda ndo se encontram totalmente elucidados. No entanto, sabe-se que podem ocorrer
diferentes respostas frente a infeccdo, podendo ser influenciadas por mecanismos que confiram
resisténcia ao individuo, e/ou maior suscetibilidade ou exacerbacdo (VANLOUBBEECK; JO-
NES, 2004).

De acordo com a literatura, a resposta imune melhor descrita até 0 momento é a provo-
cada por L. major, o qual € caracterizada por um conjunto de respostas, sendo elas do tipo Thl
e Th2 (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2019). A ativacdo de linfocitos T CD4" sdo importantes
determinantes dos mecanismos, onde realizam a mediacdo conforme o padréo de citocinas pre-
sentes na lesdo, enquanto células Thl atuam na defesa do hospedeiro secretando, por exemplo
IFN-y e IL-12, e células Th2 estdo associadas a progressao da doenca secretando IL-4, IL-5 e
IL-10, entre outros mediadores e proteinas imunoestimulantes que sofrem alteracdo em sua ex-
pressdo, influenciando o desfecho da doenca (JAWALE; KHANDIBHARAD; SINGH, 2023;
MARTINS et al., 2014). E consideravel ressaltar, que a subpopula¢do Th17 também desempe-
nha um importante papel na formacéo de lesdes, por meio da producgéo de IL-1p, IL-6, IL-23 e
IFN-y JAWALE; KHANDIBHARAD; SINGH, 2023).

Nesse sentido, a resisténcia a infeccdo das leishmanioses esta diretamente relacionada a
producdo predominante de citocinas pro-inflamatorias, que ocorrem devido a uma resposta
imune do tipo Thl, no hospedeiro infectado. Tal resposta promove a ativacdo de macrofagos,
estes que desempenham um papel central e inicial da patogénese, sendo ainda considerados
nicho replicativo e células efetoras anti-leishmania (ASSOUAB; EL FILALY; AKARID, 2022;
BOGDAN, 2020). Devido a exposicao a citocinas Thl, os macrofagos classicos (M1), séo ati-
vados e contribuem para o aumento da producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), de
forma que os parasitos que se encontram no meio intracelular, s&o mortos devido a producao
de oxido nitrico e nitrogénio (ASSOUAB; EL FILALY; AKARID, 2022; KEDZIERSKI;
EVANS, 2014; MAKSOURI et al., 2017). Enquanto, uma resposta de maior suscetibilidade e
exacerbacdo da evolucdo da infeccéo, pode estar relacionada a uma resposta imune do tipo Th2,
no qual estas citocinas induzem a ativacdo dos macro6fagos alternativos (M2), considerados res-
ponsaveis pela biossintese de poliaminas via ativacdo da enzima arginase, benéficas para a pro-
liferacdo de Leishmania e consequentemente desenvolvimento da doenca (ASSOUAB; EL FI-
LALY; AKARID, 2022; KROPF et al., 2005). Estudos indicam ainda, que o parasito tem alta
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capacidade de expressar arginase, fundamental para as funcdes vitais do parasito (MUXEL et
al., 2018; ROBERTS et al., 2004).

As CDs parecem também desempenhar um importante papel na resposta imune das
leishmanioses. Isso se deve ao fato de que semanas apos a infec¢do, o nimero de CDs tende a
aumentar, devido ao elevado recrutamento para o local da les&o. Essas células auxiliam na ati-
vacdo de linfécitos T CD4* em direcdo a uma resposta Thl, devido a expressdo de inimeros
receptores de reconhecimento padrdo (RRP) na superficie celular, estes que permitem reconhe-
cer estruturas especificas de patdgenos, estimulando a migragéo aos linfonodos, e apresentando
antigenos aos linfocitos T (BANCHEREAU et al., 2000).

Entretanto, alguns estudos demonstram, que durante a evolugédo da infecgéo os parasitos
desenvolveram mecanismos capazes de evitar o desempenho das fun¢des de CDs como APCs,
0 que caminha para uma menor ativacao dessas células e de células NK, obtendo como resultado
a supressédo de IL-12, assim como uma baixa producéo de IFN-y (AFONSO; SCOTT, 1993;
KEDZIERSKI; EVANS, 2014; VANLOUBBEECK; JONES, 2004).

Sobretudo, na resposta imune desenvolvida por espécies que provocam a leishmaniose
visceral, como L. infantum e L. donovani, foram avaliadas em modelos animais, e dé mesma
forma que em L. major os mecanismos relacionados a uma resisténcia a infec¢édo, foram predo-
minantes de uma resposta do tipo Thl (TRIPATHI; SINGH; NAIK, 2007). Por outro lado, 0s
mecanismos relacionados ao desenvolvimento de uma maior suscetibilidade, estariam relacio-
nados a uma possivel incapacidade de desenvolver uma resposta do tipo Thl, e ndo necessari-
amente devido a uma resposta Th2 (MIRALLES et al., 1994). A presenca de outros fatores
como TGF-p, possui influéncia na reducdo dos niveis de IFN-y, o que pode aumentar a con-
centracdo de IL-10, e permitir a reducdo da resposta Thl durante a infec¢do por LV (VAN-
LOUBBEECK; JONES, 2004; WILSON; JERONIMO; PEARSON, 2005).

Outros fatores também influenciam em tal resposta, como a modificacdo de expressdo
de proteinas que interferem no desfecho da doenca, como por exemplo os receptores de mem-
brana B7 e CD40 que atuam na atividade antiparasitaria, quando pouco ou ndo expressos, po-
dem interromper a formacdo do complexo de ataque a membrana, interferindo na via Janus
Kinase/Transdutores de Sinal e Ativadores de Transcri¢do (JAK/STAT) em macr6fagos. Como
resultado impedem a cascata de citocinas e modificam perfis de expressdo de citocinas e qui-
miocinas (JAWALE; KHANDIBHARAD; SINGH, 2023).

Por fim, a resposta imunoldgica provocada pelo protozoario do género Leishmania,
pode ser influenciada por multiplos fatores, que sdo capazes de determinar o desfecho, seja em

uma resposta susceptivel ou resistente as infecgdes. A propria genética do hospedeiro pode ser



41

um agravante, porém ainda nao sao totalmente compreendidos todos esses possiveis compo-

nentes e mecanismos imunologicos frente as leishmanioses (KEDZIERSKI; EVANS, 2014).

3.5 Coinfeccdo LV com HIV: aspectos gerais

O HIV é um virus de RNA pertencente & familia Retroviridae e de género Lentivirus
(OKWOR; UZONNA, 2013). Sua transmissao pode ocorrer por meio do contato entre fluidos
corporais com individuos infectados (PAHO, 2022¢). Desde a sua primeira epidemia, o virus é
responsavel por causar em torno de 25 milhdes de mortes no mundo. Sendo que no Brasil, desde
1990, o nimero de Gbitos encontra-se em torno de 11 mil ao ano (COSTA et al., 2010).

Até o presente momento o HIV ainda continua sendo um problema de satde publica
mundial. Os esfor¢os no desenvolvimento de novas tecnologias e empenho no controle da dis-
seminagé&o de tal infec¢do, como o surgimento da terapia antirretroviral (TARV) e elevado mo-
nitoramento, tem possibilitado maior eficacia no combate a transmissdo (OKWOR; UZONNA,
2013). Entretanto, as terapias existentes visam controlar a transmisséo e progressao da infeccéo,
promovendo maior longevidade e qualidade de vida destes pacientes, 0 que ndo 0s isenta da
infeccdo viral existente no organismo, e principalmente da suscetibilidade a novas infecgdes
(UNAIDS, 2019). De acordo com o Programa Conjunto das Nac¢Ges Unida sobre HIV/AIDS
(UNAIDS), os dados mais recentes apontam que 1,5 milhdes de pessoas foram infectadas com
HIV no ano de 2021, 38,4 milhGes de pessoas vivem com o virus e 650 mil pessoas morreram
de doencas relacionadas & AIDS em 2021 (UNAIDS, 2023).

O HIV provoca uma infeccao responsavel por atacar diretamente o sistema imunolégico
humano, infectando principalmente as células T CD4*. Comprometendo o funcionamento des-
sas células, a infeccdo acaba evoluindo para uma elevada deplecdo do sistema imunoldgico,
resultando na imunodeficiéncia (OKWOR; UZONNA, 2013). Nos estagios iniciais da doenca,
ndo necessariamente os individuos apresentam sintomas, entretanto, & medida que ocorre a pro-
gressdo e imunossupressao, alguns sintomas podem surgir, desde sinais gripais como febre, dor
de cabeca e garganta, como também inchaco de ganglios linfaticos, perda de peso e diarreia
(PAHO, 2022¢). A evolucdo da infeccdo, pode culminar no estagio mais avancado da contami-
nacdo por HIV que é o desenvolvimento da AIDS, podendo levar dentro de 10 a 15 anos para
atingir tal estagio. A progressdo da imunossupressao desencadeada pelo virus, possibilita uma
maior suscetibilidade a infec¢Ges oportunistas, como contaminacgdes bacterianas, fungicas, al-
guns tipos de cancer e doencas infecciosas, como é o caso das leishmanioses (OKWOR,;
UZONNA, 2013; WHO, 2022¢).
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A incidéncia de coinfeccgdo das leishmanioses com HIV tem se intensificado cada vez
mais ao longo dos anos, e isso se deve em parte, pela sobreposicdo geogréfica de ambas as
doencas infecciosas. Devido a alta abrangéncia das leishmanioses em areas endémicas, indivi-
duos com o virus HIV sdo mais propensos a desenvolver LV e LT, quando comparado a pessoas
ndo infectadas pelo virus. A coinfecgdo com a espécie L. infantum, responséavel por desenvolver
a LV, é considerada uma das infeccGes mais frequentes em individuos imunossuprimidos de-
vido a presenca do virus HIV no organismo (DESJEUX; ALVAR, 2003; OKWOR; UZONNA,
2013).

A LV é considerada, dentre as diferentes manifestagdes, a mais oportunista, em indivi-
duos imunossuprimidos pela infeccéo pelo virus HIV, e tende a se intensificar ainda mais. As
interacdes do protozoario sdo facilitadas devido a acdo do virus HIV, que leva a reducédo de
linfécitos TCD4+, favorecendo a replicacdo viral e oferecendo melhores condi¢des para sobre-
vivéncia e multiplicacdo do protozoario no organismo (RAMOS et al., 2021). Frente a este
cenario, o protozoario estimula uma ativagdo imune crénica, enquanto o virus leva ao aumento
da producéo de moléculas imunomoduladoras, resultando na progressao rapida para um estagio
mais agravado da infecgéo, que culmina no desenvolvimento da AIDS (OKWOR; UZONNA,
2013).

Em um quadro de coinfec¢do LV/HIV, devido a deplecéo do sistema imune e as melho-
res condi¢des oferecidas a multiplicacdo do parasito Leishmania, pode ocorrer a modulacao de
inimeras moléculas da superficie celular, assim como as CDs e os fagdcitos mononucleares
(GARG; TRUDEL; TREMBLAY, 2007). Essas células atuam principalmente como APCs, e
possuem um importante papel em exibir antigenos na superficie celular, para que ocorra a pos-
terior ativacdo de linfécitos T imaturos, em busca de promover uma resposta imune eficiente
(OKWOR; UZONNA, 2013). Entretanto, quando esses patdgenos atuam em conjunto, permi-
tem alterar as funcdes dessas células, levando ao déficit nas capacidades de processamento e
apresentacéo de antigenos. Além de influenciar diretamente em um descontrole na producéo de
inimeros fatores e componentes celulares, como o atraso e disfuncdo na fusdo lisossomal, o
virus HIV permite ainda afetar os mecanismos de replica¢do do parasito Leishmania (AZZAM
et al., 2006; GARG; TRUDEL; TREMBLAY, 2007; KEDZIERSKA et al., 2003; KEDZI-
ERSKA; CROWE, 2002). A deplecdo do status imunoldgico desses pacientes, dificulta inclu-
sive e principalmente no diagnostico da infeccdo por leishmaniose, ja que em casos de coinfec-
cao a producdo de anticorpos contra proteinas de Leishmania encontra-se em uma menor quan-
tidade (RAMOS et al., 2021).
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3.6 Medidas de controle e profilaxia nas leishmanioses

A transmissdo do parasito Leishmania ocorre por meio de um sistema bioldgico extre-
mamente complexo que envolve inimeros fatores, como o habitat do vetor artropode e sua
capacidade de adaptacdo, influéncias climaticas e ecoldgicas nas regides endémicas, além de
outras caracteristicas individuais comportamentais do vetor, dos reservatorios mamiferos e do
hospedeiro (WHO, 2020). Para que se promovam medidas com um eficiente controle e profi-
laxia sobre as infec¢Bes provocadas pelas leishmanioses, € necessaria uma combinagéo de es-
tratégias atuantes em conjunto. O monitoramento desses fatores, como de aspectos ambientais,
demograficos e comportamentais humanos permitem contribuir em uma melhora no cenario da
propagacao das leishmanioses (GRAMICCIA; GRADONI, 2005).

Atualmente as principais estratégias profilaticas para essas doencas, baseiam-se em me-
didas de controle dos vetores transmissores, como uso de mosquiteiros tratados com inseticidas
e pulverizacdo frequente nas residéncias, além de uma melhor gestdo ambiental, que promova
um monitoramento desses vetores e reservatorios existentes na regido, bem como a prépria
protecéo individual por meio do uso de repelentes (TESH RB, 1995; WHO, 2020).

Na maioria das regides endémicas para as leishmanioses, medidas de controle simples
que ndo atuam em conjunto com outras propostas, normalmente no sdo eficazes. E necessaria
uma vigilancia efetiva para essas doencas, para que assim, seja realizado um monitoramento
epidemiol6gico com maior atencéo as taxas de letalidade, indices de notificagcbes e um acom-
panhamento ativo sobre os pacientes, desde o diagndstico até o fim do processo terapéutico
(WHO, 2021). Para que se possa obter bons resultados frente a estes monitoramentos, € também
importante promover maior mobilizagéo social, levando informagdes para a populagéo na busca
por maior conscientizagdo (WHO, 2021).

O controle de reservatérios do parasito Leishmania em areas de maior endemicidade, é
também uma importante estratégia que tem sido adotada na prevencao das infec¢bes. Entre-
tanto, a aplicacdo de métodos de controle desses reservatorios, vai de acordo com os diferentes
animais atuantes em cada regido, dentre eles cées e roedores sdo considerados os principais.
Para tal, métodos como o uso de iscas venenosas e armadilhas para roedores séo bastante utili-
zados (GONZALEZ et al., 2015). Todavia, os cies sdo considerados principais reservatorios
domeésticos desses parasitos, e acabam contribuindo para a manutengdo da doenga no ambiente
urbano e periurbano. Isso se deve ao fato de serem hospedeiros mais susceptiveis a infeccao e
por apresentarem elevado parasitismo cutaneo, mesmo na auséncia de sinais ou sintomas da
doenca (DANTAS-TORRES; BRANDAO-FILHO, 2006; ELMAHALLAWY et al., 2014).
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Medidas como o uso de coleiras antiparasitarias a base de inseticidas, como por exemplo del-
tametrina, sdo também recomendados para cdes acima de 7 meses, entretanto podem apresentar
efeitos adversos ou quadros de intoxicagdo no caso de ingestdo (OLIVEIRA et al., 2019). So-
bretudo, ainda ha grande necessidade de novas ferramentas a serem aplicadas e desenvolvidas
para promover uma melhor vigilancia e controle das leishmanioses zoondticas, j& que a eutana-
sia de animais domésticos também ndo é uma medida ética e coerente, inclusive pelo baixo
impacto que podem apresentar nos efeitos quanto a transmissao das leishmanioses (GRAMIC-
CIA; GRADONI, 2005; MOREIRA et al., 2004).

Devido as diferencas nas apresentacdes clinicas das leishmanioses, variedade de espé-
cies, vetores e reservatdrios, bem como a diferenciacdo no ciclo de transmissdo, acGes com
maior impacto devem ser utilizadas em conjunto. Nesse cenario, é necessario maior empenho
socioecondmico, voltado a pesquisas no desenvolvimento de novos testes diagndsticos eficazes
e acessiveis, que possam garantir resultados fidedignos e precoces, evidenciando o inicio de
tratamentos em estagios iniciais da doenga, permitindo acompanhar a evolucao desses pacientes
e prevenindo possiveis recidivas. E também importante o desenvolvimento de novas tecnolo-
gias vacinais, tanto para humanos quanto para cdes, visando uma maior profilaxia, além de
tratamentos viaveis, que possam ser melhor gerenciados quanto a entrega e qualidade a popu-
lagdo (OPAS, 2021).

3.7 Tratamento e progndstico das leishmanioses e coinfec¢do LV/HIV

A infeccdo desenvolvida pelo parasito Leishmania é conhecida a muitos anos entre a
populacdo mundial, mesmo sendo relada como DTN relativamente antiga em nosso meio, seu
tratamento ainda continua sendo desafiador. O tratamento, assim como um diagnostico eficaz,
sdo um dos principais e mais importantes métodos, considerados cruciais no controle e prog-
nostico emergencial das leishmanioses, porém também sdo considerados dentre os maiores de-
safios (PRADHAN et al., 2022). Atualmente, os medicamentos e terapias disponiveis enfren-
tam dificuldades em sua aplicabilidade, desde custos elevados, baixa eficicia, alta toxicidade,
desenvolvimento de multiplos efeitos adversos, administracdo invasiva, dificuldade na adesao
e resisténcia a medicamentos em alguns casos (PRADHAN et al., 2022).

Na LVH dentre os medicamentos de primeira op¢do preconizados atualmente, encon-
tram-se os antimoniais pentavalentes (Sh °*), e como subsequentes opgdes terapéuticas a pen-
tamidina, anfotericina B lipossomal e anfotericina B desoxicolato (PAHO, 2022d). Na LTH, os

antimoniais pentavalentes também sdo priorizados, estes encontram-se em duas diferentes
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formulacdes, sendo o antimoniato N-metilglucamina e estibogluconato de sédio, comercial-
mente conhecidos como Glucatime e Pentostan, respectivamente (PAHO, 2022f). Qutras dro-
gas adicionais s@o também consideradas, como isetionato de pentamidina, miltefosina e as di-
ferentes formulag6es de anfotericina B, assim como no tratamento da LV (PAHO, 2022f).

Nenhum dos farmacos utilizados no momento possuem potencial suficiente para elimi-
nar completamente o parasito, além de ser necessario um monitoramento completo das multi-
plas condicdes clinicas do paciente, que incluem avalia¢do do status imunologico, gravidez e
possibilidade de coinfeccdo com outras doencas infecciosas. Os métodos terapéuticos atual-
mente aplicados, possuem como principal objetivo promover a reducdo da carga do parasito no
organismo do individuo infectado, na busca pela resolucao da lesdo ou controle do desenvolvi-
mento de uma infeccdo sistémica, como € o caso da LV (PAHO, 2022f).

Os antimoniais pentavalentes sdo medicamentos de primeira linha no tratamento das
leishmanioses e possuem como principio ativar a via classica de macréfagos, permitindo matar
0s parasitos responsaveis pela infeccdo. Em um segundo momento do tratamento, o Sb (V),
considerado um pro-farmaco, € reduzido ao Sb (I1I) ativo, que tem como alvo a inibicdo da
tripanotiona redutase, responsavel por levar o parasito a morte (MADUSANKA; SILVA; KA-
RUNAWEERA, 2022). Esses farmacos ja demonstraram em alguns estudos, cerca de 60% de
irresponsividade, além de inimeros efeitos colaterais comprovados, como: vomitos, nauseas,
dor abdominal, mal-estar, mialgia, cefaleia, letargia, além de alteracdes eletrocardiograficas e
cardiotoxicidade, que podem variar quanto a dose e duragéo do tratamento (MANDAL et al.,
2015). A adeséo ao tratamento é também uma grande dificuldade pertinente nessas DTN, visto
que muitos pacientes ndo possuem facil mobilidade até os centros de salde especializados,
sendo que o periodo de tratamento é relativamente longo, podendo durar até 40 dias, além de a
aplicacdo ocorrer por vias de administracdo intramuscular ou endovenosa, vias estas conside-
radas invasivas e dolorosas (MANDAL et al.,, 2015; TAVARES; FERNANDES; MELDO,
2003).

Como medicamento de segunda linha, encontra-se a anfotericina B, que apresenta im-
portante funcdo em espectros de atividades antiparasitarias e antifungicas, utilizada na maioria
das vezes em pacientes com resisténcia aos antimoniais pentavalentes de primeira op¢éo (BER-
MAN, 1997; MADUSANKA,; SILVA; KARUNAWEERA, 2022). Considerada uma droga efi-
ciente no tratamento das leishmanioses, leva a morte do parasito por meio do extravasamento
de ions, através de alteragdes na permeabilidade da membrana celular (COUKELL,;
BROGDEN; BERMAN, 1998; MADUSANKA,; SILVA; KARUNAWEERA, 2022; SHIR-

ZADI, 2019). Assim como os demais farmacos, possui efeitos colaterais como a inducéo de
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toxicidade aguda e crbnica, além de febre, nefrotoxicidade, hipocalemia e miocardite, necessi-
tando de hospitalizacdo dos pacientes (GHORBANI; FARHOUDI, 2018; MADUSANKA;
SILVA; KARUNAWEERA, 2022). Outras formulacGes, como por exemplo a anfotericina B
lipossomal (AmBisomeTM), tem sido também utilizado, visando promover uma menor toxici-
dade medicamentosa (GHORBANI; FARHOUDI, 2018).

A miltefosina foi um dos primeiros medicamentos de uso oral a serem utilizados no
tratamento da LVH. Atualmente é uma droga de terceira linha na terapia das leishmanioses.
Utilizada também como anticancerigeno, é considerada por ter efeitos teratogénicos a longo
prazo, podendo inclusive promover a resisténcia a alguns outros medicamentos. Entretanto,
possui vantagens como uma curta duracdo do tratamento e sua administracdo ser via oral, tor-
nando-o mais acessivel (GHORBANI; FARHOUDI, 2018).

A terapia combinada também é uma alternativa utilizada principalmente em pacientes
coinfectados com LV/HIV ou que desenvolveram resisténcia aos medicamentos de primeira
linha. Normalmente, baseiam-se na administracao de anfotericina B lipossomal, seguida de mil-
tefosina, ou ainda diferentes doses de anfotericina B lipossomal. Em pacientes com coinfec¢éo
de LV/HIV, normalmente ocorre a aplicacdo do tratamento até que encontrem niveis de células
T CD4* considerados adequados, garantindo que houve restauracdo imunoldgica no orga-
nismo do paciente (GHORBANI; FARHOUDI, 2018; QUEIROZ; LUZ, 2022). A deplecédo de
células T CD4*, em pacientes coinfectados com LV/HIV, é uma grande limitacdo no diagnos-
tico da LV, ja que a imunossupressdo desenvolvida leva a uma redugdo de anticorpos antileish-
mania circulantes, levando ao atraso na detecgéo, e consequentemente no inicio adequado do
tratamento. Vale ressaltar ainda, a alta probabilidade do desenvolvimento de resisténcia medi-
camentosa em pacientes com leishmanioses, podendo estar relacionado a menor absorc¢éo dos
farmacos, rapida taxa metabolica ou até superexpressdo dos transportadores do farmaco (THA-
KUR; JOSHI; KAUR, 2020).

Cabe ressaltar a importancia do prognostico frente aos tratamentos realizados, de forma
gue o acompanhamento sorolégico apds e/ou durante a terapia das leishmanioses deve ser con-
siderado no controle frente a resposta terapéutica, assim como critério de cura clinica do paci-
ente (DIDWANIA et al., 2020; MACHADO et al., 2020a). Atualmente, os kits diagnosticos
disponiveis no mercado nao apresentam eficécia suficiente na distin¢do soroldgica entre paci-
entes curados e em evolucédo de tratamento, indicando uma reatividade de anticorpos moderada
a alta (REITER-OWONA et al., 2016; SANTOS et al., 2021; VALLUR et al., 2014). Isso se

deve, pelo fato de que os anticorpos anti - Leishmania nesses pacientes geralmente tendem a
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permanecer positivos por meses e/ou até anos apos o tratamento, impossibilitando a diferenci-
acao entre infeccdes atuais e curadas (DIAS et al., 2018).

Até o momento alguns estudos preliminares apontam o importante potencial de algumas
proteinas hipotéticas utilizadas em suas formas recombinantes e o desenvolvimento de pepti-
deos provenientes dessas sequéncias proteicas, onde alguns resultados promissores demonstra-
ram diminuicdo significativa dos niveis de anticorpos em amostras de pacientes tratados de LV
apos seis meses, quando comparado a amostras de individuos saudaveis (DIAS et al., 2018;
MACHADO et al., 2020b; SANTOS et al., 2021). Resultados como esses evidenciam cada vez
mais, a necessidade do estudo de novos marcadores mais eficientes na detecgéo e diferenciagdo

entre os niveis de infeccdo das leishmanioses.

3.8 Diagnostico das leishmanioses: aspectos gerais

Tendo em vista as inUmeras dificuldades encontradas no controle das leishmanioses, o
diagnostico preciso e rapido se torna primordial. O diagndstico deve ser uma ferramenta de
linha de frente como um dos principais métodos de controle emergencial, assim como no prog-
nostico para um efetivo acompanhamento durante as terapias farmacoldgicas, além de ser um
fator decisivo para o inicio de tratamentos precoces (TRIPATHI et al, 2007). Embasado nessa
realidade e devido a grande heterogeneidade existente entre as leishmanioses, protocolos de
diagndstico por meio de ferramentas sensiveis e especificas, que permitam detectar de forma
eficiente, devem ser considerados prioridade em regides endémicas das doencas (TAVARES;
2003).

Testes eficazes necessitam de valores consideraveis relacionados a sua sensibilidade
correspondendo aos resultados positivos dentre pacientes com a determinada doencga, assim
como alta especificidade garantindo resultados negativos em pacientes que de fato ndo apre-
sentem a doenca em questdo (GUIMARAES, 1985). Determinadas caracteristicas proporcio-
nadas por ferramentas diagnosticas, favorecem a exatiddo dos resultados, evitando consequen-
temente falsos-negativos e/ou falsos-positivos fato este que ocorre com frequencia da deteccéo
das leishmanioses (TAVARES; 2003).

O diagnostico de ambas as leishmanioses, seja tegumentar ou visceral, ocorre através da
analise clinica conjugada a métodos laboratoriais. No diagndéstico clinico, devem ser levantadas
informagdes do paciente, como dados pessoais relacionados a sinais e sintomas sugestivos as
diferentes manifestacGes das doencas, e principalmente informacdes quanto a viagens ou per-

manéncia do paciente em areas endémicas. Os métodos laboratoriais, em individuos com
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suspeita de LTH, séo realizados por evidéncias imunoldgicas, histoldgicas ou parasitoldgicas,
através da coleta e esfregaco de amostras retiradas do local da ferida, quando houver. No diag-
nostico laboratorial da LVH, sdo necessarios também um conjunto de informacdes clinicas do
paciente, onde as evidéncias podem ser obtidas por meio de exames imunoldgicos e parasitolo-
gicos. Nesses casos, quando ndo existe ferida e ndo ha suspeita de LTH, observa-se a presenca
de febre inexplicavel e demais sintomas caracteristicos, além de realizada a coleta de amostras
de aspirados teciduais para deteccdo parasitoldgica (OPAS, 2022; WHO, 2010).

Outras técnicas sdo também aplicadas, como a detec¢do de KDNA de Leishmania pela
reacdo em cadeia da polimerase (PCR), além de testes imunoldgicos como a imunofluorescén-
cia indireta (RIFI), o ensaio de imunoadsor¢do enzimatica (ELISA), teste de aglutinacdo direta
(DAT) e testes imunocromatograficos (MACHADO et al., 2020a; TRAVI et al., 2018).

3.8.1 Exame parasitoldgico

N&o existem testes diagndsticos suficientemente sensiveis e especificos, considerados
padrdo ouro a todas as leishmanioses. Por isso se faz necessario uma associacao de informacdes,
sendo o0 exame parasitologico atualmente considerado o diagnostico referéncia para a detecgao
das diferentes leishmanioses em todo o mundo. Os exames parasitoldgicos, podem ser feitos
por meio de exame direto ou isolamento em cultura (in vitro). E um teste realizado por meio de
microscopia ética e apresenta elevada especificidade, devido ao fato de o principio desse teste
basear-se na deteccdo direta do parasito (SRIVASTAVA et al., 2011; THAKUR; JOSHI,
KAUR, 2020).

As amostras mais utilizadas para a aplicacdo do exame parasitologico sdo medula dssea
ou aspirados esplénicos. Sobretudo, formas amastigotas ja foram encontradas em amostras de
sangue periférico, linfonodos e bidpsias hepéticas (BARRETT; CROFT, 2012; THAKUR; JO-
SHI; KAUR, 2020). Uma maior sensibilidade para o teste é observada em aspirados esplénicos,
com cerca de 93 a 99%, entretanto, € um diagndstico extremamente invasivo e de alto risco e,
apesar de ser considerado uma fonte abundante de parasitos, tal coleta pode causar hemorragia
e levar o paciente a 6bito (BARRETT; CROFT, 2012; THAKUR; JOSHI; KAUR, 2020). Além
disto, as formas amastigotas nem sempre sao encontradas nas amostras coletadas, levando a
uma sensibilidade variavel, onde 20% a 40% dos pacientes apresentam resultados falso-nega-
tivos (BARCANTE et al., 2019; GOTO; LINDOSO, 2010; MARTINS et al., 2014; MELLO,
2015).
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3.8.2 Exame molecular

Devido as inumeras dificuldades encontradas no diagndstico parasitologico, metodolo-
gias moleculares surgiram como alternativas na busca de uma maior sensibilidade e viabilidade
para deteccdo das leishmanioses. Os exames moleculares atualmente necessitam de uma menor
quantidade de amostra, além de ndo serem tdo invasivos quanto a forma de coleta, podendo ser
utilizado a partir de qualquer amostra bioldgica, além de permitir detectar amostras de DNA
em ambas as formas morfologicas do parasito, sejam elas amastigotas e/ou promastigotas (TA-
VARES, 2003). A deteccdo do material genético do parasito por PCR, permitiu melhorar o
diagnostico dessas doencas, demonstrando uma sensibilidade e especificidade que pode alcan-
car até 90% em amostras de medula 6ssea, sangue periférico e amostras leucocitarias; entre-
tanto, esses valores podem apresentar variagcGes de acordo com as caracteristicas da amostra
bioldgica e a forma de coleta (SUNDAR; SINGH, 2018). Outras limitacdes encontradas, sdo
também quanto a qualidade dos primers especificos utilizados para amplificacdo da sequéncia
alvo, que em sua maioria utiliza-se de DNA nuclear, podendo influenciar diretamente na efici-
éncia desses ensaios (REITHINGER; DUJARDIN, 2007; SCHALLIG; OSKAM, 2002; SUN-
DAR; SINGH, 2018).

Sobretudo, essas plataformas moleculares continuam evoluindo a cada dia, devido a
inimeras andlises de sequenciamento genético realizados dentro da diversidade de espécies que
abrangem o género Leishmania (AKHOUNDI et al., 2017; SUNDAR; SINGH, 2018). A PCR
quantitativa em tempo real (RT-PCR), torna-se uma das técnicas com maior eficacia e facili-
dade na diferenciacdo entre as espécies do parasito infectante, principalmente quando compa-
rado ao PCR convencional. A RT-PCR permite determinar a carga parasitaria presente nas
amostras, sendo assim um indicativo entre doenca clinicamente ativa e infec¢do assintomatica,
possibilitando ser um determinante ndo so diagnéstico, mas também prognaostico de pacientes
tratados que necessitam de acompanhamento na deteccdo de uma possivel cura (GOTO; LIN-
DOSO, 2014).

Os exames moleculares em geral demonstram dificuldade quanto a padronizagéo de téc-
nicas e protocolos nos centros de salde. Para que se possa atingir resultados confiaveis, com
sensibilidade e especificidade desejavel, sdo necessarios controles de qualidade internos e ex-
ternos, que se tornam indispensaveis (GOTO; LINDOSO, 2014). Para efetiva aplicabilidade,
profissionais treinados e equipamentos sofisticados sdo essenciais. Nesse sentido, para que se
obtenha uma total infraestrutura desejavel, estes testes demandam um elevado custo unitario,

dificultando assim o seu uso em larga escala, principalmente em ambientes com recursos
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limitados, como em paises menos desenvolvidos (SRIVIDYA et al., 2012; THAKUR; JOSHI;
KAUR, 2020).

3.8.3 Diagnaéstico imunolégico

Os testes soroldgicos baseiam-se na detec¢édo de anticorpos produzidos por meio de uma
resposta humoral no organismo do hospedeiro infectado com o parasito do género Leishmania
(ELMAHALLAWY et al., 2014; THAKUR; JOSHI; KAUR, 2020).

Em areas endémicas, a deteccdo de anticorpos anti-Leishmania em soros de pacientes
infectados, demonstra alta eficacia principalmente em individuos com LV (ELMAHALLAWY
et al., 2014). Sdo considerados testes de facil aplicabilidade e acessibilidade (ELMAHAL-
LAWY et al., 2014; LIMA et al., 2018). No entanto, em pacientes infectados com LTH, os
testes soroldgicos ndo apresentam sensibilidade elevada, e isso se deve aos menores niveis de
anticorpos presentes (BRACAMONTE et al., 2020; FONSECA et al., 2014). Além disso, a
especificidade pode ser variavel em ambas as doencas, devido a presenca de antigenos similares
em outras espécies, o que pode levar a elevados indices de reagdo cruzada, e a resultados falso-
positivos, como é o caso de doencas de Chagas, hanseniase, maldria, tuberculose, histoplas-
mose, aspergilose, entre outras (ALMEIDA-PAES et al., 2007; BRACAMONTE et al., 2020;
FONSECA et al., 2014; HUMBERT et al., 2019; LIMA et al., 2018).

Mesmo diante das limitacGes que sdo enfrentadas nestes testes, as técnicas soroldgicas
disponiveis permitem proporcionar uma elevada acuracia e altas taxas de sensibilidade e espe-
cificidade, principalmente quando avaliadas em conjunto com outras caracteristicas diagnosti-
cas do paciente (EYAYU et al., 2022). Existem varias técnicas utilizadas atualmente com prin-
cipios imunoldgicos, dentre estas o ensaio imunoenzimatico (ELISA, do inglés Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay), imunofluorescéncia indireta (IFAT, do inglés Indirect Fluorescent An-
tibody Test), teste de aglutinacdo direta (DAT, do inglés Direct Agglutination Test), Western
Blot e os testes imunocromatograficos (GOTO; LINDOSO, 2010; SAVOIA, 2015; THAKUR;
JOSHI; KAUR, 2020). Em geral, a sensibilidade entre os testes varia de acordo com o antigeno
e a metodologia aplicada, podendo o RIFI apresentar 43 a 58%, ELISA de 40 a 88%, DAT de
61 a 95% e Blot de 75 a 91% (BRASIL, 2015). Quanto a especificidade, também dependem
diretamente do antigeno incorporado no teste sorolégico (ELMAHALLAWY et al., 2014).

Dentre os métodos soroldgicos para a deteccdo de anticorpos anti-Leishmania, sdo dis-
ponibilizados no Brasil pelo Sistema Unico de Sadde (SUS), o teste imunocromatrografico ra-

pido baseado no antigeno recombinante rK39, e o teste RIFI, distribuido através do kit IFI
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Leishmaniose Humana — Bio-Manguinhos, produzido pela Fiocruz e o teste de ELISA (LE-
VEQUE et al., 2020; BRASIL, 2022). O diagnostico por RIFI para LV varia quanto a sensibi-
lidade de 80 a 95%, e em pacientes coinfectados de 50 a 60%, enquanto os demais testes rapidos
a base do antigeno de rK39 por exemplo, ndo foram validados no contexto de coinfec¢éo, de-
vido a apresentar sensibilidade na faixa de 45% nos ultimos estudos de populacdo do Brasil
(BRASIL, 2004; BRASIL, 2015).

Dentre os testes soroldgicos rapidos atualmente disponiveis, estes sdo a base de protei-
nas recombinantes, como por exemplo o (TR DPP®) um teste para leishmaniose canina a base
dos antigenos rk39, rk26 e rkE16 (SARKARI; REZAEI; MOHEBALLI, 2018). Essas proteinas
sdo relacionadas a superfamilia de proteinas cinesina, encontradas nas varias espécies de Leish-
mania (BLAINEAU et al., 2007). Para LV existem também outros testes atualmente comerci-
alizados como Kalazar Detect (InBios International Inc., EUA) e IT Leish (Bio-Rad), ambos a
base da proteina rK39 (REZAEI, et al, 2022). Dentre os antigenos disponiveis, a rK39 incorpo-
rada em fitas imunocromatograficas, permitiu detectar LV com elevados niveis de sensibilidade
(93 a 100%) e especificidade (97 a 98%) em pacientes infectados, demonstrando um bom de-
sempenho diagnostico (DHOM-LEMOS et al., 2019; ZIJLSTRA et al., 2001).

Entretanto, existem ainda inimeras outras limitagdes relacionadas a aplicabilidade de
ambos os testes no caso do diagndstico das leishmanioses (COURA-VITAL et al., 2013; MA-
CHADO et al., 2020a). Além de fatores como reatividade cruzada encontrada nos testes soro-
I6gicos, muito se preocupa com a sensibilidade variavel, frequentemente encontrada na detec-
cdo de pacientes tratados, uma vez que alguns deles podem manter a sorologia positiva por
meses ou até anos apos o fim do tratamento e cura clinica. Este torna-se um grande desafio,
guanto ao acompanhamento sorolégico e sobre os cuidados progndsticos de individuos em tra-
tamento contra as leishmanioses, onde na maioria dos testes ndo é possivel diferenciar de paci-
entes com a infeccdo clinica ativa (SAVOIA, 2015; PORTELA et al., 2018; TRAVI et al.,
2018).

Em casos de pacientes assintomaticos, a detec¢do torna-se também dificultada devido
aos baixos indices de sorologia anti-leishmania. O mesmo ocorre principalmente em individuos
coinfectados com LV/HIV, onde a grande maioria dos testes soroldgicos disponiveis como
RIFI, testes imunocromatogréaficos e ELISA, ja comprovaram uma menor sensibilidade em pa-
cientes HIV positivos. Os pacientes imunossuprimidos, podem apresentar menor producdo de
anticorpos contra as proteinas de Leishmania devido a capacidade imunossupressora do virus

(RAMOS et al., 2021). Ademais, resultados inconclusivos ou falsos-positivos em individuos
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residentes em areas endémicas da doenga, sdo também relatados (PORTELA et al., 2018; SAL-
LES et al., 2017).

Com base nessa elevada heterogeneidade quanto a resposta imune e patogénese que
circundam as leishmanioses, torna-se cada vez mais importante o desenvolvimento de novas
tecnologias voltadas ao desenvolvimento de novas medidas de controle, sendo que métodos
diagnosticos eficazes sdo cruciais no manejo dessas doencas (TRIPATHI; SINGH; NAIK,
2007; WHO, 2010; VALE et al., 2021; VALE et al., 2022; MEDEIROS et al., 2022).

3.9 Proteinas alvo utilizadas neste estudo

Diante desse cenario, frente a inimeras limitagdes que norteiam as leishmanioses em
suas mais diversas areas de controle, a busca por novos candidatos antigénicos com maior sen-
sibilidade, especificidade e que com maior abrangéncia de deteccdo entre as doencas, torna-se
urgente. Partindo deste pressuposto, para que melhores plataformas diagndsticas sejam desen-
volvidas, se faz necessario multiplos estudos de um conjunto variado de novos antigenos, que
podem ser eles peptideos, proteinas recombinantes ou proteinas quiméricas. Nesse sentido, di-
ferentes tecnologias de protedmicas e imunoprotedmicas sdo necessarias e, atualmente, tém
sido amplamente utilizadas com intuito de melhor conhecer a variedade de proteinas envolvidas
no proteoma do parasito Leishmania, possibilitando atribuir fungdes bioldgicas, aléem de obter
conhecimento sobre possiveis padres de expressdo, compreender mecanismos de resisténcia,
avaliar a capacidade antigénica, e consequentemente, permitir identificar novos alvos marca-
dores, sejam eles vacinais, terapéuticos, diagndsticos ou progndsticos (COELHO et al., 2012;
FAKHRY; QUELLETE; PAPADOPOULOU, 2002).

Muitas sdo as proteinas ja descritas e estudadas até o presente momento dentro do pro-
teoma de Leishmania, desde proteinas ja bem definidas quanto sua atividade, bem como prote-
inas hipotéticas que pouco se sabe sobre suas funcées bioldgicas. Sobretudo, alguns desses an-
tigenos, quando avaliados como proteinas recombinantes individuais, tém demonstrado um ele-
vado potencial antigénico. Um estudo imunoprotedmico demonstrou tal atividade em algumas
proteinas, nomeadas posteriormente de LiHyT, LiHyD, LiHyV e LiHyP, que foram identifica-
das em extratos proteicos de L. infantum em estagios promastigotas e amastigota, e demonstra-
ram reatividade frente a soros de cdes assintomaticos e sintomaticos para LV (COELHO et al.,
2012). Em outros estudos, alguns destes antigenos por meio da presenca de epitopos de linfo-
citos T e B, também demonstraram em suas formas recombinantes uma importante capacidade

antigénica contra LV canina e humana, o que indica uma possivel acdo diagnostica satisfatoria
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contra as leishmanioses (COELHO et al., 2012; FAKHRY; QUELLETE; PAPADOPOULOQU,
2002; LAGE et al., 2016a; MARTINS et al., 2015; PORTELA et al., 2018).

Quanto aos potenciais individuais dessas proteinas, a proteina nomeada LiHyT por
exemplo, é uma proteina hipotética de L. infantum, que foi identificada por meio de imunopro-
tedmica a partir de soros de cdes com LV sintomética. Essa proteina foi encontrada em estagio
promastigota de fase estacionaria do parasito Leishmania, sendo que também demonstrou ca-
pacidade de conferir protecdo em camundongos BALB/c desafiados com L. infantum, L. major
e L. braziliensis, sendo um importante candidato vacinal para LV e LT (COELHO et al., 2012;
MARTINS et al., 2016a, 2016b). Em outro estudo, avaliou-se também a proteina hipotética
LiHyD, uma proteina bem conservada nas principais espécies de Leishmania, como L. major,
L. braziliensis e L. infantum, e ndo foi encontrada até 0 momento nenhuma reatividade ou pos-
sivel homologia com tripanossomatideos, ou ainda outras espécies com possiveis reacdes cru-
zadas (LAGE et al., 2016b). Além de apresentar possiveis respostas de células T e B, tal prote-
ina também foi considerada um importante marcador diagndstico em sua forma recombinante
frente a soros de cédes infectados com LV, assim como demonstrou ser um potencial alvo imu-
noldgico na formulacdo de novas vacinas para LV e LT (LAGE et al., 2015, 2016a, 2016b).
Ambas as proteinas hipotéticas, LiHyD e LiHyT, demonstraram em um mesmo estudo, uma
elevada reatividade frente a soros de pacientes LV positivos, ndo demonstrando reatividade
guando avaliadas frente a soros de pacientes com doencas de Chagas, hanseniase e aspergilose
(PORTELA etal., 2018). Além disso, essas proteinas apresentaram potencial progndstico, visto
que gquando avaliadas com soros de pacientes ja tratados de LV, foram capazes de detectar
pacientes apos uma possivel cura clinica (PORTELA et al., 2018).

As demais proteinas hipotéticas, como LiHyV e LiHyP, também foram reconhecidas
por anticorpos de soros de cdes com LV e foram sugeridas como potenciais marcadores diag-
nosticos em estudo anterior (COELHO et al., 2012). As proteinas LiHyT, LiHyD, LiHyV e
LiHyP demonstram ser bem conservadas nas principais espécies de Leishmania. Dentre as qua-
tro proteinas hipotéticas, LiHyV e LiHyP ainda necessitam de mais estudos que permitam ava-
liar suas funcGes bioldgicas, assim como suas possiveis aplicabilidades no controle das leish-
manioses. Até o presente momento, nenhum desses antigenos foi testado frente a soros de LTH,
e/ou em diferentes abordagens, como aplicados no desenvolvimento de proteinas quimeras uti-
lizando porcdes especificas previamente selecionadas destes antigenos, a fim de testar sua rea-
tividade frente a LTH e LV/HIV. Diante deste cenario, torna-se ainda mais necessario o estudo

baseado em alvos como estes, que apresentem bom potencial, visando o desenvolvimento de
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novas tecnologias diagndsticas que sejam viaveis em sua aplicacdo e que permitam uma detec-

cao ampla, com eficécia suficiente e elevada precisdo diagndstica frente a estas doencas.

3.10 Bioinformaética no desenvolvimento de novos marcadores diagndsticos

A aplicacdo de abordagens computacionais por meio de analises em programas de bioin-
formatica tem sido realizada tanto para rastrear alvos biologicos no tratamento das leishmanio-
ses, como para identificar marcadores imunogénicos importantes no desenvolvimento de vaci-
nas e marcadores diagnosticos. Sobretudo, o uso de ferramentas na tecnologia genémica, imu-
noprotedmica e protedmica, tém se tornado cada vez mais frequente nesse espectro de busca
por novos diagnosticos e producdo de novos imunogenos (DUARTE et al., 2017; FERREIRA,;
ANDRICOPULO, 2018).

Com o auxilio de programas de bioinformatica disponiveis gratuitamente, é possivel
aplicar inumeras estratégias em proteinas de diversos patdgenos, como é caso de Leishmania.
Uma das possibilidades € a busca por novos antigenos compostos por epitopos especificos de
células B. O desenvolvimento destes antigenos tende a apresentar menor custo, maior pratici-
dade e aplicabilidade, alem de indices adequados de sensibilidade e especificidade, quando
comparados aos métodos convencionais atualmente aplicados (FERNANDES et al., 2012;
GARCIA et al., 2021; VALE et al., 2022).

Mediante a uma variedade de ferramentas de bioinformatica, € possivel que dados de
biologia estrutural e biologias dmicas, sejam disponibilizados e organizados em bancos de da-
dos atualmente disponiveis, permitindo facilitar cada vez mais o estudo de diversas DTN, tor-
nando-se essenciais no desenvolvimento de novos biomarcadores voltados diretamente ao con-
trole das leishmanioses (FERREIRA; ANDRICOPULO, 2018). Através de programas predito-
res de regibes em uma sequéncia proteica com possiveis respostas de linfocitos B, é possivel
predizer e selecionar epitopos que estejam distribuidos em diferentes locais de uma determinada
proteina alvo. Estas ferramentas de bioinformatica permitem definir sequéncias especificas den-
tro de uma proteina alvo, encontrar epitopos acessiveis, flexiveis, hidrofébicos e com provavel
resposta do tipo B, obtendo ainda caracteristicas fisico-quimicas de diferentes peptideos sele-
cionados e detectar, com alta precisdo, possiveis interacdes antigeno-anticorpo. Todas essas
caracteristicas que sdo necessarias para o desenvolvimento de novos produtos diagnosticos mais
especificos, sensiveis e de facil aplicagdo (KOZLOVA et al., 2015; MENDES et al., 2013,
MOREAU et al., 2008).
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Nesse contexto, tendo em vista que a aplicacdo eficaz de testes diagnosticos voltados
para a detecgédo das leishmanioses e coinfeccdo LV/HIV séo ainda de fato um grande desafio,
e considerando as limitaces existentes diante de suas aplicagdes, a construcdo de proteinas
quimeéricas a partir da predicéo de epitopos de células B por bioinformética e sua utilizacdo em
testes sorodiagndsticos, pode facilitar as condigdes do diagnostico dessas doencas. O principio
dessas novas moléculas consiste na unido de diferentes fragmentos peptidicos originando uma
nova proteina sintética (CHAVEZ-FUMAGALLI et al., 2013; FERNANDEZ-ROBLEDO;
VASTA, 2010). De modo geral, os epitopos presentes na proteina quimérica, se mantem aces-
siveis frente as células imunes dos hospedeiros, além de apresentarem boa estabilidade (CHA-
VEZ-FUMAGALLI et al., 2013; LAGE et al., 2016b).

Estudos voltados ao desenvolvimento de proteinas quimeras e predicao de novos epito-
pos vém crescendo, visando melhores desempenhos na aplicacdo diagndstica para diversas do-
encas infecciosas além das leishmanioses, como por exemplo, Doengas de Chagas, hanseniase,
COVID-19, entre outras (DIAS et al., 2023; MACHADO et al., 2023; SCUSSEL et al., 2022;
SOARES et al., 2021).

Algumas proteinas de Leishmania, como K39, A2, HSP83, LiHyT, LiHyD, LiHyV e
LiHyP, entre outras proteinas hipotéticas vém sendo também estudadas como antigenos recom-
binantes para o sorodiagnoéstico (FARAHMAND; NAHREVANIAN, 2016; KARIMI KAKH
etal., 2020; LAGE et al., 2016a; RIBEIRO et al., 2018; VALE et al., 2022). No entanto, ndo se
avaliou a combinacdo de alguns destes antigenos sendo as proteinas LiHyT, LiHyD, LiHyV e
LiHyP, assim como peptideos individuais provenientes destas proteinas, quanto ao potencial
frente a amostras de diferentes leishmanioses, coinfeccdo LV/HIV e possivel marcador prog-
nostico, tornando-se promissor o desenvolvimento de antigenos que possam detectar com sen-
sibilidade e especificidade as inimeras possibilidades de infec¢do, provocadas pelo parasito do
género Leishmania. Estudos anteriores, ja sugerem que a combinacgéo de antigenos distintos em
um unico produto, possa potencializar a eficacia diagndstica, permitindo detectar a variabili-
dade de resposta imune provocada pelos pacientes (VALE et al., 2022).

Dessa forma, no presente trabalho, as sequéncias de aminoacidos de quatro proteinas
antigénicas do parasito L. infantum, identificadas antiormente em um estudo imunoprotedmico,
sendo elas LiHyT, LiHyD, LiHyV e LiHyP, foram avaliadas para a predigéo de epitopos line-
ares de células B, e uma nova proteina quimérica foi construida a partir da unido desses pepti-
deos (COELHO et al., 2012). A versdo recombinante da proteina, bem como os epitopos que
deram origem a ela, sob a forma de peptideos, foram testados como ferramentas de sorodiag-

nosticos para deteccao da leishmaniose tegumentar, visceral e coinfec¢do LV/HIV, bem como
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a acdo prognostica para avaliacdo da distingdo soroldgica de pacientes com a doenca ativa da-
queles tratados e curados.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver uma proteina quimérica recombinante composta por epitopos lineares es-

pecificos de células B de proteinas antigénicas de Leishmania infantum e avaliar seu potencial

diagnostico, assim como dos peptideos individuais que a compdem, frente as leishmanioses

tegumentar e visceral, bem como na coinfeccdo com HIV; além de testd-la como marcador

prognostico apos o tratamento das doencas.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Realizar a predicdo de epitopos especificos de células B humanas nas proteinas selecionadas.
Sintetizar os epitopos preditos.

Desenhar, sintetizar e avaliar caracteristicas fisico-quimicas da proteina quimérica, a partir

dos epitopos preditos.
Realizar a expressdo e purificacdo da proteina quimérica.

Avaliar o potencial diagnéstico dos antigenos produzidos (quimera e peptideos) por ELISA
frente a amostras de soros de individuos ndo-infectados residentes em areas endémica e ndo
endémica da doenca, bem como pacientes com LV, LT, LV/HIV, HIV, Doenca de Chagas,

hanseniase, histoplasmose, aspergilose, tuberculose e malaria.

Avaliar o potencial prognostico dos antigenos produzidos (quimera e peptideos) frente a

amostras de soros de pacientes antes e seis meses ap0s o tratamento das leishmanioses.

Avaliar parametros de sensibilidade e especificidade a fim de definir o melhor antigeno a ser

definido como marcador eficaz no sorodiagndéstico de LV, LT e coinfecgdo LV/HIV.



58

5 MATERIAIS E METODOS

5.1 Aprovacéo do projeto pelo Comité de Etica em Pesquisa da UFMG

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de
Minas Gerais (UFMG, Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil), com o nimero de protocolo
CAAE- 32343114.9.0000.5149. Todas as etapas do trabalho realizadas seguiram de acordo com
os principios éticos da Declaragdo de Helsinque e todos os pacientes receberam uma cépia in-
dividual da politica do estudo, que foi revisada por uma pessoa responsavel. Obteve-se um

consentimento por escrito de todos os pacientes.

5.2 Parasitos

Para a realizac¢do do cultivo dos parasitos, utilizamos a cepa (MHOM/BR/1970/BH46)
de L. infantum e a cepa (MHOM/BR/1975/M2904) de L. braziliensis. As formas promastigotas
em fase estacionaria de crescimento foram cultivadas em meio Schneider’s (Schneider’s Insect
Medium, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), suplementado com 20% de soro fetal bovino
inativado (SFB, Sigma), 20 mM de L-glutamina, 200 U/mL de penicilina ¢ 100 pg/mL de es-
treptomicina, em pH 7,4. Os parasitos foram cultivados a 24°C e os repiques das culturas foram
efetuados de cinco em cinco dias (periodo em que 0s parasitos se apresentavam em fase loga-

ritmica de crescimento). Estogques de parasitos foram mantidos em nitrogénio liquido.

5.3 Preparo do extrato antigénico de L. infantum e L. braziliensis

O extrato antigénico soltivel de Leishmania (SLA) foi preparado a partir de 10° promas-
tigotas estacionérias, as quais foram cultivadas em meio Schneider’s completo. As promastigo-
tas estacionarios foram lavadas trés vezes em solucdo salina tamponada com fosfato esteril
(PBS 1x pH 7,4) e entdo submetidos a seis ciclos alternados de congelamento e descongela-
mento em nitrogénio liquido e banho-maria, respectivamente (COELHO et al., 2003). O mate-
rial foi rompido por sonicacdo usando um processador ultrassonico (modelo GEX600), com
cinco ciclos de 30 segundos a 38 MHz. O lisado foi centrifugado a 10.000 x g por 15 mina 4°C
e o0 sobrenadante contendo SLA foi coletado e armazenado a -70°C até o uso (COELHO et al.,
2003). O conteudo de proteina foi estimado pelo método de Bradford (BRADFORD, 1976).
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5.4 Amostras de soros humanos utilizados para estudo de LV e coinfec¢do LV/HIV

Para a realizacdo dos ensaios de ELISA aplicando os antigenos na avaliacdo de potencial
diagnostico para LV e coinfeccdo LV/HIV, foram utilizadas amostras de soro de pacientes com
LV (n = 45, sendo 28 homens e 17 mulheres, com idades entre 27 e 64 anos), coinfec¢do
LV/HIV (n = 25, sendo 17 homens e 8 mulheres com idades entre 31 e 55 anos) e infectados
por HIV (n = 20; sendo 13 homens e 7 mulheres com idades entre 22 e 50 anos). A infeccédo
por Leishmania foi confirmada pela identificacdo do KDNA L. infantum em aspirados de baco
ou medula 6ssea dos pacientes pela técnica de PCR (COTA et al., 2013). O diagndstico de HIV
foi feito por avaliagdo clinica e pela contagem de células T CD4+ e carga viral dos pacientes.
Dentre os pacientes envolvidos na pesquisa, nenhum deles recebeu qualquer tipo de tratamento
antes da coleta das amostras para o estudo. Além disso, amostras de individuos saudaveis resi-
dentes em regido endémica da doenca que ndo apresentaram sinal de infeccdo para LV (n = 45,
sendo 26 homens e 19 mulheres com idades entre 23 e 57 anos de Belo Horizonte), estes paci-
entes nao apresentavam nenhum sinal clinico ou possivel suspeita de leishmaniose, além de
possuirem teste soroldgico negativo testado por kit comercial (Kalazar Detect™ Test, InBios
International, Inc., Seattle, WA, EUA). Também foram utilizadas amostras de pacientes com
Doenca de Chagas (n = 40, sendo 26 homens e 14 mulheres com idades entre 27 e 52 anos),
tuberculose (n = 10, sendo 6 homens e 4 mulheres com idades entre 27 e 57 anos) e malaria (n

= 10, sendo 7 homens e 3 mulheres com idades entre 35 e 64 anos).

5.5 Amostras de soros humanos utilizados para avaliacdo dos antigenos frente LT

Para a realizacdo dos ensaios de ELISA aplicando os antigenos na avaliacdo de potencial
diagnostico para LT, foram utilizadas amostras de soro de pacientes com LC (n = 25; incluindo
15 homens e 10 mulheres, com idades variando de 27 a 56 anos) e LM (n = 30; incluindo 18
homens e 12 mulheres, com idades variando de 29 a 63 anos), todos residentes em area endé-
mica de LT (Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil). O diagnostico foi confirmado por meio de
exames clinicos e parasitologicos para deteccdo de parasitos por esfregacos corados com
Giemsa de lesdo e/ou fragmentos de mucosa, bem como pela identificacdo do conteudo parasi-
tario pela técnica de PCR (SANTOS et al., 2019).

Os pacientes com LC apresentaram um tempo presumido de evolugdo da doenga vari-
ando de 4 meses a 8 anos, enquanto 0s pacientes com LM apresentaram um tempo presumido

de evolucdo da doenca variando de 6 meses a 12 anos. Nenhum dos pacientes LT foi submetido
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a qualquer tratamento antes da coleta da amostra. Também foram coletados soros de individuos
saudaveis residentes em regido endémica da doenca (n = 25, incluindo 14 homens e 11 mulhe-
res, com idades variando de 26 a 42 anos; Belo Horizonte). Esses individuos ndo apresentavam
sinais clinicos de leishmaniose. Também avaliamos amostras de pacientes com Doenca de Cha-
gas (n = 25, incluindo 16 homens e 9 mulheres, com idades variando de 33 a 59 anos), que
foram diagnosticados por hemocultura, kit ELISA recombinante Chagatest® v.4.0 e/ou inibigédo
da hemaglutinacdo Chagatest® (Wiener lab., Rosario, Argentina), bem como de pacientes com
hanseniase (n = 20, sendo 12 homens e 8 mulheres, com idades variando de 35 a 55 anos),
aspergilose (n = 15, incluindo 8 homens e 7 mulheres, com idades variando de 34 a 60 anos) e
histoplasmose (n = 15; incluindo 6 homens e 9 mulheres, com idades variando de 30 a 56 anos).
O diagnostico dessas doengas foi confirmado por meio do teste rapido ML Flow, deteccéo de
hifas fingicas no exame histopatoldgico e isolamento do fungo em cultura de lavado broncoal-
veolar e/ou sangue total, respectivamente. Além disso, soros de pacientes infectados pelo HIV
(n =15, incluindo 9 homens e 6 mulheres, com idades variando de 28 a 50 anos), diagnosticados
por meio de exame clinico e exames laboratoriais para contagem de células T CD4 + e deter-

minacdo de a carga viral, também foram utilizados.
5.6 Amostras de pacientes apds o tratamento

Foram coletadas amostras de soro de pacientes com LV (n = 6, sendo 4 homens e 2
mulheres, com idades entre 33 e 61 anos) e pacientes com LM (n = 15) antes e seis meses ap0s
0 tratamento, quando a resposta humoral especifica a proteina quimera, e SLA foram avaliados.
Os pacientes foram submetidos ao tratamento com antimoniais pentavalentes (Sb*®) (Sanofi
Aventis Farmacéutica Ltda., Suzano, Sdo Paulo, Brasil), na dose de 20 mg Sb*°/kg e durante
30 dias. Nenhum deles sofria de qualquer outra infeccdo ou doenca pré-existente. Apds o tér-
mino do tratamento, todos os pacientes estavam livres de qualquer sinal de leishmaniose e fo-

ram classificados como clinicamente curados.

5.7 Selecdo das proteinas

Para selecionar os epitopos de células B especificos, utilizamos quatro proteinas avali-
adas anteriormente em estudo imunoproteémico (COELHO et al., 2012). A fim de obter as
sequéncias primarias de cada proteina, realizou-se uma busca utilizando o cédigo de cada pro-
teina no banco de dados online SwissProt (web.expasy.org/docs/swiss -prot), sendo LiHyT
(XP_001465138.1), LiHyD (XP_001468360.1), LiHyV (XP_001462854.1) e LiHyP


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/humoral-immunity
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(XP_001468385.2). Em seguida, utilizou-se o algoritmo de bioinformatica Blast-p (protein-
protein BLAST), pertencente ao programa BLAST, para avaliar a similaridade das proteinas
com as demais proteinas depositadas no banco de dados (ALTSCHUL et al., 1990). Para isso,
colocou-se a sequéncia de aminoacidos de cada proteina candidata e o parametro non-redun-
dant protein sequences, obtendo-se entéo as proteinas com maior similaridade. Apos a busca,
avaliou-se individualmente a similaridade de cada proteina candidata com as proteinas de Leish-
mania e Trypanossoma spp. que poderiam causar reatividade cruzada, repetiu-se 0 processo

para cada proteina.

5.8 Predicéo de epitopos especificos de células B

As sequéncias das proteinas selecionadas foram submetidas ao programa ABCpred
(http://www.imtech.res.in/raghava/abcpred/), o qual é capaz de predizer epitopos lineares de
células B baseando-se em padrbes de comprimento fixo atraves de uma rede neural artificial
(SAHA; RAGHAVA, 2006). Neste programa, utilizou-se os seguintes parametros: Threshold:
0.85; Window length used for prediction: 16; Overlapping filter: ON. Realizou-se, ent&o, a pre-
dicdo dos possiveis epitopos para cada uma das quatro proteinas selecionadas. Ao predizer 0s
possiveis epitopos das proteinas pelo ABCpred, as sequéncias proteicas foram alinhadas através
do programa Clustal Omega, programa que permiti realizar o alinhamento de multiplas sequén-
cias. Sendo assim, cada proteina candidata foi alinhada com as proteinas obtidas pelo programa
BLAST e tiveram os epitopos preditos e identificados na sequéncia proteica. Assim, foi possivel
verificar a similaridade dos epitopos preditos com outras proteinas do mesmo género e com
proteinas dos géneros responsaveis por possiveis reacfes cruzadas. Desta forma, os epitopos
que se mostraram similares as proteinas do género de Leishmania e ndo similares aos demais
géneros, foram selecionados.

Para confirmacdo da predicdo dos possiveis epitopos, utilizou-se o programa de bioin-
formatica IEDB (www.iedb.org), descrito por (1985). Aplicou-se o algoritmo Emini Surface
Acessibility Prediction, que permite identificar na sequéncia da proteina os residuos de amino-
acidos mais acessiveis, sendo estes aminoacidos possivelmente reconhecidos por anticorpos
(EMINI et al., 1985). Foram entéo utilizados os parametros com valores de Window size: 12 e
Threshold: 1.0. Dessa forma, foram selecionados dois epitopos de cada uma das proteinas can-
didatas e as sequéncias de aminoacidos selecionadas foram destacadas na estrutura da proteina,
e aquelas consideradas positivas em ambas as analises foram consideradas como bons epitopos

e utilizados como peptideos alvo de cada proteina.



62

5.9 Construcdo, caracterizacao e sintese da proteina quimérica

Para o desenho da proteina quimérica foram utilizados os epitopos preditos conforme
descrito no item anterior. A disposicdo de cada um dos epitopos dentro da proteina quimérica
foi escolhida de forma a mimetizar a disposicdo desses em sua proteina de origem. Apds, com
0 objetivo de proporcionar flexibilidade e evitar a sobreposicdo espacial entre 0s epitopos na
sequéncia da proteina, dois residuos de glicina foram incluidos entre cada sequéncia peptidica
(MENDES et al., 2013). As sequéncias de aminoacidos de cada epitopo foram traduzidas para
sequéncia de codons de DNA correspondente, utilizando o Mapa do Cédigo Genético Padrao
(STRYER; TYMOCZKO; BERG, 2004). Para avaliar a solubilidade da proteina quimérica, foi
utilizado o servidor PepCalc (www.pepcalc.com). Além disso, utilizamos a ferramenta ProtPa-
ram, pertencente ao Expasy, para avaliar parametros fisicos e quimicos, incluindo calculos de
meia-vida estimada, indice de instabilidade, indice alifatico, massa molecular e ponto isoelé-
trico (GASTEIGER et al., 2005). Apos a construcdo da proteina quimérica, a sequéncia de co-
dons foi encaminhada para sintese da molécula de DNA, no qual o gene codificador da proteina
quimera foi inserido no vetor pET28a-TEV e sintetizado comercialmente pela empresa Gens-
cript® (USA).

5.10 Expresséo e purificacdo da proteina quimérica

Para a expressao da proteina quimérica, as bactérias E. coli Arctic Express foram trans-
formadas pela adi¢do do vetor pET-282- TEV que continha a sequéncia do gene codificante da
proteina de interesse. Apoés a transformacéo, as bactérias foram adicionadas em placas contendo
meio LB, acrescido de canamicina (30 pg/mL) e cloranfenicol (30 pg/mL) para verificar o apa-
recimento de colbnias positivas. Algumas col6nias positivas foram escolhidas para a realizacao
de uma expresséo piloto com o intuito de avaliar as melhores condicGes de expresséo da prote-
ina. Apos este teste, um pré - indculo foi preparado para realizar a expressdo em maior escala.
O glicerinado da coldnia escolhida foi, entdo, transferido para um Erlenmeyer contendo 20 mL
de meio LB, adicionado de canamicina (30 pug/mL) e clorafenicol (30 pg/mL) e deixado em
incubacdo em agitador tipo shaker a 200 rpm, por 18 h e a 12°C. No dia seguinte, para a indugdo
da expressdo da proteina, os 20 mL da cultura foram adicionados a um Erlenmeyer contendo 2
litros de meio LB, acrescido de canamicina (30 pug/mL) e cloranfenicol (30 pg/mL). A cultura
foi deixada em incubacéo durante 2 horas a 37°C sob agitacdo de 200 rpm, até que a densidade

Optica (ODeoo) da mesma atingisse absorbancia entre 0,4 e 0,6. Em seguida, uma aliquota de 1
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mL foi removida, sendo correspondente a cultura sem inducdo. Posteriormente, para induzir a
expressao da proteina quimérica, foi adicionado 1,0 mM de IPTG (isopropil-B-D-tiogalactopi-
ranoside) (Promega®, Canada), por 2 h a 37 °C. A cultura foi mantida em incubagédo em agita-
dor tipo shaker a 200 rpm, durante 4 horas a 12 °C. Ap0s a expressdo, a cultura foi centrifugada
a 5100 rpm durante 10 minutos a 4°C, tendo seus pellets congelados, em seguida, interrompidas
com seis ciclos de congelamento e descongelamento, seguidos por seis ciclos de ultrassom com
ciclos de 30 s cada (36 MHz). Em sequéncia, a proteina foi purificada em uma coluna de afini-
dade HisTrap HP (GE Healthcare Life Sciences, NJ, EUA). Os pellets obtidos na centrifugacéo
foram lisados e centrifugados novamente para eliminar as membranas da bactéria ainda presen-
tes, e entdo, 1 mL de resina (Agarose Ni-NTA) foi adicionado na amostra e mantidos sob agi-
tacdo durante 1 hora. Em seguida, a resina e a amostra foram inseridas na coluna, realizando a
coleta do Flow Through (FT). Ap6s, 5 mL de tampdo de lavagem foi adicionado por duas vezes,
para retirada do excesso de impurezas. Por fim, as fracdes foram eluidas em tampé&o de eluigéo,
coletadas e concentradas em filtros Amicon® ultral5 com um limite de peso molecular nominal
de 10.000 (NMWL, Millipore, Alemanha). Uma aliquota de 1 mL foi retirada apds cada etapa
da purificacdo para posterior analise em gel de poliacrilamida. Apos a dialise, a proteina qui-
mérica (19,2 kDa) foi passada por uma coluna de polimixina-agarose (Sigma-Aldrich, EUA)
para remover qualquer conteido de endotoxina residual (kit Quantitative Chromogenic Limulus
Amebocyte Assay QCL-1000, BioWhittaker, MD, EUA).

5.11 Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

Um gel SDS-PAGE 12% foi realizado para avaliar a pureza e qualidade da proteina
quimérica. As amostras obtidas nos ensaios de expressao e purificacdo foram submetidas a se-
paragdo por eletroforese em géis desnaturantes (SDS-PAGE 12%) em sistema de eletroforese
vertical, Mini-PROTEAN® Tetra Vertical Electrophoresis Cell (BioRad). O gel de separagédo
foi preparado utilizando as soluc@es Bis-acrilamida 40%, diluida a 12% v/v e 1,5 M de Tris-
HCI pH 8.8, 0,4% de SDS. A polimerizagéo do gel ocorreu com a adi¢éo de 0,5% (v/v) de
persulfato de aménio e 0,05% (v/v) de TEMED. O gel de concentragéo foi preparado de modo
semelhante aos de separacdo, porém a 4% de Bis-acrilamida e com solu¢édo 0,5 M de Tris-HCI,
pH 6.8. As amostras foram diluidas na propor¢édo de 5:1 em tampéao de amostra 6x concentrado
(125 mM Tris hidroximetil aminometano, SDS 2% v/v, azul de bromofenol, glicerol P.A. 60%
v/v e B-mercaptoetanol 10% v/v). As amostras com tampéo foram aquecidas a 100 °C durante

5 minutos para a desnaturacdo das proteinas e, posteriormente, aplicadas no gel para a separacéo
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eletroforética. Um padréo de peso molecular (PageRuler Prestained Ladder, Thermo Scientific)
foi utilizado para facilitar a identificacdo da proteina de interesse. A eletroforese foi realizada
utilizando tampéo de corrida (25 mM de Tris-HCI, 192 mM de glicina, 0,1% de SDS e agua
destilada g.s.p.), sob a voltagem de 70 Volts até que as amostras entrassem no gel separador e,
em seguida, a 150 Volts. Apoés a corrida, o gel foi incubado com solucéo corante Coomassie
Blue (Coomassie Brilliant Blue R-250 0,1% p/v, Coomassie Brilliant Blue G-250 0,1% pl/v,
Metanol 50% v/v, Acido acético 10% v/v e 4gua destilada) e, em seguida, descorados por lava-
gens sucessivas em solucdo descorante (acido acético 10%, metanol 30% e agua destilada 60%),

possibilitando a visualizagdo das bandas proteicas no gel.

5.12 Immunoblotting

Para a realizacdo dos immunoblotting, um gel SDS-PAGE 12% foi preparado e nele
foram aplicadas 10 pg da proteina quimérica juntamente com padrdo de baixo peso molecular
(InvitrogenTM, Life Technologies, EUA). Apos a corrida eletroforética, a proteina foi transfe-
rida para uma membrana de nitrocelulose (0,2 um de tamanho de poro, Sigma-Aldrich, EUA),
sob corrente constante 80 mA, em temperatura de 4°C, por 2 horas. Posteriormente, a mem-
brana foi bloqueada overnight sob agitacdo com PBS-T 5% (v / v) de BSA 1%. Apos o blo-
queio, a membrana foi lavada por duas vezes com PBS-T 5%, por 10 minutos e submetida a
incubacdo com os pools de soro dos pacientes com LV (n = 5) e individuos saudaveis (n = 4),
avaliamos também um pool de pacientes com LC e LM (n = 4 cada), todos diluidos 1:100 em
PBS-T 5%, por 1 h sob agitacdo a 37°C. As membranas foram novamente lavadas duas vezes
com PBS-T 5%, por 10 minutos e incubadas com uma solucéo de anticorpo IgG anti-humano
conjugado com peroxidase (Sigma Aldrich, EUA) diluido 1:10000 em PBS-T 5% durante 1 h
a 37 °C. As revelagOes das bandas ocorreram pela adicdo de cloronaftol, diaminobenzidina e
H202 por 30 min, sendo interrompidas com agua destilada. Um anticorpo monoclonal 6-HIS
Tag (catdlogo MA1-21315; Thermo Fisher Scientific, EUA) foi utilizado como controle de
proteina. Foi utilizado um padrdo de escada de proteina de gama baixa (Invitrogen™, Life
Technologies, EUA). Trés experimentos independentes foram realizados e os resultados foram

semelhantes.
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5.13 Sintese dos peptideos

Os peptideos preditos foram sintetizados utilizando a técnica quimica de FMOC-Synthe-
sis descrita por Merrifield (1969) e adaptada por Machado-de-Avila et al. (MACHADO DE
AVILA et al., 2011). O método consiste em fixar o aminoacido C-terminal do peptideo sobre
um suporte solido insoltvel (resina) e alongar a cadeia peptidica por adi¢des sucessivas de re-
siduos da porcdo C-terminal para N-terminal. Para isso, é feita a desprotecdo do grupamento
Fmoc (Fluorenil-metiloxicarbonila) com 4-metil-piperidina 25% em dimetilformamida (DMF),
lavagem com DMFDCM (diclorometano), MeOH (metanol), teste azul de bromofenol, para
verificar a desprotecdo, ligacdo do aminoacido, e realizado teste de azul de bromofenol para
verificar o acoplamento do aminodacido. Estas etapas sao realizadas em ciclo até a ligacdo do
ultimo amino&cido da sequéncia. Ao final os grupamentos protetores da cadeia lateral s&o eli-
minados e o peptideo é removido da resina através da solucdo de clivagem contendo 25 pL
(25%) de agua ultrapura (milli-Q), 25 pL (25%) de TES (trietilsilano), 925 uL (95%) de TFA
(&cido trifluoracético). Esta solucgdo € incubada por 3 horas na seringa, logo apds, adiciona-se
éter etilico gelado (~4°C) e incubado overnight. No dia seguinte, centrifuga-se a 4 °C, por 10
minutos a 10000 rpm, adiciona-se éter etilico (~4°C) novamente e a centrifugacdo é repetida.

Retira-se novamente o éter etilico, e o material obtido é liofilizado.
5.14 ELISA utilizando os antigenos

Curvas de titulacdo foram realizadas para determinar as concentragdes dos antigenos e
a diluicdo dos anticorpos primarios e secundarios a serem utilizados. Placas de imunoensaio
com 96 pocos (Jetbiofil®, Belo Horizonte) foram sensibilizadas com SLA L. infantum quando
para comparacgdo na avaliacdo de amostras com LV onde utilizou-se (1,0 ug/pogo), SLA L.
braziliensis quando para comparacao na avaliacdo das amostras de LT sendo (2,0 pug/poco), e
0s demais antigenos que foram desenvolvidos, sendo a proteina quimérica e os oito peptideos
em concentracdes de 0,250 e 5,0 pg/poco, respectivamente, ambos diluidos em 100 pL de tam-
péo de sensibilizacdo (carbonato de sédio 50 Mm, pH 9.6) e incubados por 16 horas a 4°C.
Apos a sensibilizacdo, foi realizado o bloqueio com 250 pL de solucdo contendo PBS-T 0,05%
contendo 5% de albumina bovina (Bovine serum albumin, BSA) por 1 h a 37 °C. Em seguida,
as placas foram lavadas por 3 vezes utilizando e PBS 1x 0,05% Tween 20 (PBS-T) e feita a
incubacdo com 100 pL de soros humanos por 1 h a 37 °C. As amostras de soros foram diluidas
previamente a 1:100 para os peptideos e SLA e 1:200 para a proteina quimera em PBS-T con-

tendo 0,5% de solugdo BSA. As placas foram lavadas 7 vezes utilizando PBS-T e,
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posteriormente, incubadas durante 1 h a 37 °C com 100 pL de anticorpo conjugado com pero-
xidase anti-lgG humano (Sigma, St. Louis, USA), diluido em PBS — T 0,5% de BSA. Foi utili-
zada a diluicdo de 1:10.000 para os testes com os peptideos, e de 1:20.000, para 0s ensaios com
a proteina quimérica. Novamente, as placas foram lavadas 3 vezes com PBS-T e feita a reve-
lagdo coma adig@o de 100 pL/pogo da solugdo reveladora composta por 10 mL de tampao ci-
trato-fosfato (Na2HPO4 0,05M e acido citrico 0,03 M g.s.p. 1 L de &gua destilada, pH 5.0), 2
mg de orto-fenilenodiamina (OPD) e 4 uL. de H202. As placas foram incubadas a temperatura
ambiente sob abrigo de luz por 30 min, quando a reagao foi interrompida pela adi¢ao de 25 puL.
de H2S0O4 2N. Os valores de densidade dptica (DO) foram obtidos em um leitor de microplacas
de ELISA (Molecular Devices, Spectra Max Plus, Canada), com leitura em comprimento de
onda de 492 nm. As amostras foram utilizadas no mesmo dia com os mesmos reagentes (lotes,
diluicdes etc.), para reduzir qualquer variacdo experimental e interferéncia na interpretacdo dos
dados. Por fim, também avaliamos a reatividade humoral, esta que foi analisada usando amos-
tras de pacientes com LV e coinfectados com LV/HIV contra um kit comercial (Kalazar De-
tect™ Test), que foi usado de acordo com as instrugdes do fabricante (InBios International,
EUA).

5.15 Anélises estatisticas

Os resultados obtidos foram avaliados no programa GraphPad Prism (verséo 6.0 para
Windows). Os valores de corte para a validacdo da sensibilidade (Se), especificidade (Es), area
sobre a curva (AUC), valor preditivo positivo (VPP), valor preditivo negativo (VPN), razéo de
verossimilhanga (RV) e indice de Youden (Y) - [(sensibilidade + especificidade) — 1] dos anti-
genos foram determinados apds a construcdo de curvas ROC (Receiver Operating Characteris-
tics) para avaliar o desempenho dos antigenos. Utilizou-se um intervalo de confianca de 95%
(IC 95%) e o ponto de corte foi determinado pela média das amostras negativas mais dois des-
vios padrdo. O teste ANOVA, seguido pelo pos-test de Bonferroni foram empregados para as
avaliacbes comparativas entre os diferentes grupos, sendo consideradas significativas as dife-
rencas com valor de P < 0.05.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

As secoes de resultados e discussao desta tese, serdo apresentados sob a forma de dois
artigos cientificos publicados, seguindo conforme as normas gerais que regem o Programa de
Pds-Graduacdo em Ciéncias da Saude: Infectologia e Medicina Tropical, UFMG (Resolucéo n°
02/2013, de 18 de setembro de 2013), no qual permitem tal apresentacdo na redacédo de disser-

tacdes e teses.

6.1 Artigo 1 — Breve introducao e objetivos

O primeiro artigo a ser apresentado foi intitulado “ChimLeish, uma nova proteina
quimérica recombinante avaliada como marcador diagndstico e progndstico para leish-
maniose visceral e coinfec¢do com o virus da imunodeficiéncia humana”, publicado na re-
vista internacional Parasitology Research. Ano de publicacdo 2021 — Fator de impacto de
2.383. DOI: 10.1007/s00436-021-07342-1.

Baseado nas limitagdes enfrentadas no diagnostico de leishmaniose, onde os testes imu-
noldgicos amplamente utilizados apresentam baixa sensibilidade e especificidade em pacientes
infectados e coinfectados por LV/HIV, além de demonstrarem elevada reatividade cruzada com
outras doencas endémicas, como doenca de chagas, malaria e tuberculose. Este primeiro estudo,
apontou como hipotese, que uma combinacgdo de antigenos distintos poderia reduzir a hetero-
geneidade na deteccdo das respostas imunes individuais dos pacientes e levar a uma melhor
sensibilidade e especificidade para o diagnostico de LV e coinfeccdo LV/HIV.

Frente a este cendrio, tal estudo teve como objetivo principal realizar a predi¢do de epi-
topos especificos de células B encontrados a partir de quatro proteinas de L. infantum, denomi-
nadas LiHyT, LiHyD, LiHyV e LiHyP, que demonstraram anteriormente potencial antigénico
em soros de LV canina e/ou humana (COELHO et al., 2012; LAGE et al., 2016b; MARTINS
etal., 2015; PORTELA et al., 2018). A partir destes epitopos construir uma proteina quimérica
recombinante, a fim de examinar seu potencial diagnostico frente a LV e coinfeccéo
LV/HIV. Além, de avaliar a atividade prognostica dos antigenos neste estudo desenvolvidos,
investigando-os em amostras de soro de pacientes com LV coletadas antes e ap0s seis meses

do tratamento para leishmaniose.
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Abstract

Visceral leishmaniasis (VL) is a neglected tropical disease of global importance caused by parasites of the genus Leishma-
nia, and coinfection with human immunodeficiency virus (HIV) is common in countries where both diseases are endemic.
In particular, widely used immunological tests for VL diagnosis have impaired sensitivity (Se) and specificity (Sp) in VL/
HIV coinfected patients and there is also cross-reactivity with other endemic diseases, e.g., Chagas disease, malaria, and
tuberculosis. To develop new antigens to improve the diagnosis of VL and VL/HIV coinfection, we predicted eight specific
B-cell epitopes of four Leishmania infantum antigens and constructed a recombinant polypeptide chimera antigen called
ChimLeish. A serological panel of 195 serum samples was used to compare the diagnostic capabilities of ChimLeish along-
side the individual synthetic peptides. ChimLeish reacted with sera from all VL and VL/HIV coinfected patients [Se =
100%; Sp = 100%:; area under the curve (AUC) = 1.0]. Peptides showed lower reactivities (Se = 76.8 t0 99.2%; Sp = 67.1 to
95.7%; AUC between 0.87 and 0.98) as did a L. infantum antigenic preparation used as an antigen control (Se = 56.8%; Sp
= 69.5%: AUC = 0.45). Notably, ChimLeish demonstrated a significant reduction (p < 0.05) of anti-ChimLeish antibodies
after treatment and cure of a small number of patients. Although only a limited serological panel was tested, preliminary
data suggest that ChimLeish should be evaluated in larger sample studies for the diagnosis of VL and VL/HIV coinfection.

Keywords Visceral leishmaniasis - Recombinant chimera - Synthetic peptides - Diagnosis - Prognosis - ELISA

Introduction

Leishmaniases are tropical diseases caused by parasites
of the genus Leishmania that affect populations in several
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self-limiting cutaneous lesions to fatal visceral, and the
presentation depends on the species of the infecting parasite
and the host’s immunological response (Kevric et al. 2015;
Okwor and Uzonna 2016). Visceral leishmaniasis (VL) can
be fatal in about 95.0% of cases, when acute and if untreated
(Torres-Guerrero et al. 2017). However, treatment is toxic
and expensive and the emergence of resistant strains has
been observed. Furthermore, no vaccine is available to pro-
tect against human VL (Srivastava et al. 2016; Ponte-Sucre
etal. 2017).

Rapid and precise diagnosis of leishmaniases is required,
and parasitological tests have been used for this purpose,
which have shown high specificity. However, variable sen-
sitivity has been observed, since amastigote forms of the
parasite or parasite antigens cannot be found in the collected
organ aspirates, leading to false-negative results. Detection
of the genetic material of the parasite by polymerase chain
reaction (PCR) has improved the diagnosis of VL. PCR
has higher sensitivity than the conventional parasitological
methods and has been also used in epidemiological stud-
ies to detect the parasite in potential vectors and reservoirs
(Pereira et al. 2014). However, the need of trained profes-
sionals, the high unit cost of PCR tests, and the need for
sophisticated equipment, all hamper the large-scale use of
this diagnostic technique in resource-limited settings in the
least developed and low-to-middle income countries that
bear the burden of infections (Srividya et al. 2012; Thakur
etal. 2020).

Instead, immunological methods, such as the indirect
immunofluorescence reaction (RIFI), enzyme-linked immu-
nosorbent assay (ELISA), direct agglutination test (DAT),
immunochromatographic tests (ICTs), among others, have
been used as diagnostic test platforms for VL (Sakkas et al.
2016; Mohebali et al. 2020). In these tests, the use of recom-
binant proteins has improved the sensitivity and specific-
ity of the diagnosis, and a kinesin-related protein called
rK39 has been identified as a diagnostic antigen for VL in
immunocompetent patients (Maia et al. 2012; Sanchez et al.
2020). rK39 has been used in ELISA assays to examine sera
from patients with VL in India, and sensitivity and specific-
ity values of 100% and 96.0% were reported, respectively
(Mohapatra et al. 2010). In another study that examined sera
from Brazilian patients, the rK39 antigen showed sensitiv-
ity and specificity values of 90.5% and 97.9%, respectively
(Dhom-Lemos et al. 2019). Other recombinant antigens
have been evaluated for diagnosis of VL. The amastigote-
specific A2 protein was used in ELISA experiments and
results showed 76.0-78.0% sensitivity to detect VL in Bra-
zilian patients (Carvalho et al. 2002). Other kinesins, such
as K9, K26, KE16, and KRP42, have also showed varying
potential in diagnosing VL and their performance has var-
ied depending on the study populations (Takagi et al. 2007;
Mohapatra et al. 2010; Srividya et al. 2012). For example,

@_ Springer

the performance of the rK39-based dipstick test to diagnose
VL in patients from India, Nepal, and Brazil was high, but
the test failed to detect the disease in Sudanese patients (Zijl-
stra et al. 2001; Singh et al. 2010). Thus, performance of
such tests based on these recombinant antigens appears to
be compromised by geography and the nature of the study
populations.

Notably, coinfection with human immunodeficiency
virus (HIV) has caused problems for the diagnosis of VL in
patients living in countries where both diseases coexist and
are endemic (Coutinho et al. 2017; Mohebali and Yimam
2020). VL is an opportunistic disease in HIV-infected
patients (Cipriano et al. 2017) and both pathologies contrib-
ute to worsening patient health. In coinfection cases, anti-
Leishmania antibody levels are found in lower levels to those
detected in immunocompetent patients, which reduces the
sensitivity of the tests (Cota et al. 2012; Tavora et al. 2015).
In one study, the performance of distinct immunological
tests was evaluated for the diagnosis of VL in Ethiopian
patients, as well as those suspected to be infected with HIV.
Results showed that sensitivity for VL ranged from 69.2 to
92.2%, whereas the specificity varied widely from 20.0 to
100%. The authors concluded that the sensitivity in the eval-
uated tests was reduced significantly when samples of VL/
HIV coinfection patients were analyzed (Kassa et al. 2020).

Our hypothesis is that a combination of distinct antigens
could reduce the heterogeneity of the patients’ individual
immune responses and leading to improved sensitivity and
specificity for the diagnosis of VL and VL/HIV coinfection.
Previously, we have shown that specific B-cell epitopes of
four L. infantum proteins, called LiHyT, LiHyD, LiHyV, and
LiHyP, were previously showed to be antigenic in canine
and/or human VL (Coelho et al. 2012; Martins et al. 2015;
Lage et al. 2016; Portela et al. 2018). In the present study,
we constructed a recombinant chimeric protein called Chim-
Leish based on B-cell epitopes from these parasite proteins
in order to examine its potential for the diagnosis of VL
and VL/HIV coinfection. The efficacy of ChimLeish was
evaluated using a serological panel from VL and VL/HIV
patients, and its prognostic activity was investigated using
sera samples from VL patients collected before and after
treatment.

Materials and methods
Parasites

L. infantum (MHOM/BR/1970/BH46) stationary promastig-
otes were grown in Schneider’s medium (Sigma, St. Louis,
MO, USA) supplemented with 20% (v/v) inactivated fetal
bovine serum (FBS, Sigma), 20 mM L-glutamine, 200 U/mL
penicillin, and 100 pg/mL streptomycin, pH 7.4, at 24 °C.
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The soluble Leishmania antigen extract (SLA) was prepared
as described previously (Coelho et al. 2003), by growing
10? stationary promastigotes and disrupting them with six
alternate cycles of freezing and thawing in liquid nitrogen
and a water bath, respectively, followed by sonication with
six cycles of 30 s at 38 MHz in an ultrasonic processor
(GEX600 model). The lysate was centrifuged at 10,000 X g
for 15 min at 4 °C and the supernatant containing SLA was
collected and stored at =70 °C until use.

Sera samples

The study was approved by the Ethics Committee of the
Federal University of Minas Gerais (UFMG; Belo Hori-
zonte, Minas Gerais, Brazil) with protocol number CAAE-
32343114.9.0000.5149. All patients received an individual
copy of the study policy, which was reviewed by an inde-
pendent person. Written consent was obtained from all
patients. Sera were collected from VL (n = 45, including
28 males and 17 females, with ages ranging from 27 to 64
years), VL/HIV coinfected (n = 25, including 17 males and
8 females, with ages ranging from 31 to 55 years), and HIV-
infected (n = 20, including 13 males and 7 females, with
ages ranging from 22 to 50 years) patients. The diagnosis of
VL was confirmed by clinical evaluation and positive result
for detection of L. infantum kDNA in spleen and/or bone
marrow aspirates of the patients by PCR technique (Cota
et al. 2013). HIV infection was based on clinical evaluation,
CD4* T cell count and viral load in the patients. None of
the patients was receiving any VL treatment before sample
collection. Sera were also collected from healthy individu-
als living in an endemic region for VL (n = 45, including
26 males and 19 females, with ages ranging from 23 to 57
years; Belo Horizonte). They did not present with any clini-
cal signs or suspicion of leishmaniasis and showed negative
serological result using a commercial test (Kalazar Detect™
Test, InBios International, Inc., Seattle, WA, USA). In addi-
tion, sera samples from patients with Chagas disease (n =
40, including 26 males and 14 females, with ages ranging
from 27 to 52 years), tuberculosis (n = 10, including 6 males
and 4 females, with ages ranging from 27 to 57 years), and
malaria (n = 10, including 7 males and 3 females, with ages
ranging from 35 to 64 years) were used also in the ELISA
experiments.

Sera samples collected before and after VL
treatment

Sera were also collected from VL patients (n = 6, includ-
ing 4 males and 2 females, with ages ranging from 33 to 61
years), before and 6 months after treatment with pentavalent
antimonials (Sanofi Aventis Farmacéutica Ltda., Suzano,
Sao Paulo, Brazil). Patients received the same therapeutic

regimen of a dose of 20 mg Sb*> per kg for 30 days. None
of the patients suffered from any other infection or had any
pre-existing disease(s).

Construction of ChimLeish protein

To select the specific B-cell epitopes of LiHyT
(XP_001465138.1), LiHyD (XP_001468360.1), LiHyV
(XP_001462854.1), and LiHyP (XP_001468385.2) proteins,
their primary structure was evaluated using the SwissProt
server (web.expasy.org/docs/swiss-prot), and their amino
acid sequences were saved as .TXT files. The IEDB server
(www.iedb.org) was then used to identify the amino acid
sequences most likely to be accessible, with the parameters
of window size of 12 and a threshold of 1.0. The sequences
identified were marked in the protein structure. The epitopes
were predicted using the ABCpred (www.imtech.res.in/
raghava/abcepred/) server using the parameters of window
size of 16 and a threshold of 0.85. The selected sequences
were marked in the protein structure (Saha and Raghava
2006). The amino acids identified in both analyses were
used to construct the target peptide sequence. The Prot-
Param server (Gasteiger et al. 2005) was used to obtain the
physical-chemical characteristics of the chimera, while the
PepCalc server (www.pepcalc.com) was used to evaluate the
protein solubility.

Production of the recombinant ChimLeish protein
and peptides

The selected B-cell epitopes were used to construct the
ChimLeish-encoding gene, which was cloned commercially
into the pET28a-TEV vector (Genscript®, USA). The gene
was inserted into E. coli Arctic Express (DE3) cells and
protein expression was induced with 1.0 mM isopropyl-
B-D-thiogalactopyranoside (IPTG, Promega®, Canada),
for 2 h at 37 °C. Cells were centrifuged at 3,000 x g for
10 min at 4 °C and disrupted using seven cycles of ultra-
sonication, with cycles of 30 s each (36 MHz), followed
by six cycles of freezing and thawing. Cellular debris was
removed after centrifugation (5,000 X g for 15 min at 4 °C),
and the recombinant protein was purified on a HisTrap HP
affinity column (GE Healthcare Life Sciences, NJ, USA)
connected to an AKTA system. The eluted fractions were
concentrated using Amicon® ultral5 filters with nominal
molecular weight limit of 10,000 (NMWL, Millipore, Ger-
many), and then purified on a Superdex™ 200 gel filtration
column (GE Healthcare, USA). After dialysis, ChimLeish
was passed through a polymyxin-agarose column (Sigma-
Aldrich, USA) in order to remove any residual endotoxin
content (<10 ng of LPS per 1 mg of recombinant protein,
measured by the Quantitative Chromogenic Limulus Ame-
bocyte Assay QCL-1000 kit, BioWhittaker, MD, USA). In
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addition, the eight individual epitopes were synthesized by
F-moc technique (Machado-de-Avila et al. 2011). Briefly,
peptides were released from the amine resin by trifluoro-
acetic acid treatment in the presence of the appropriate
scavengers and diluted in milli-Q water. They were then
purified by high-performance liquid chromatography on a
C18 reverse phase column with flow rate 1.0 mL/min. The
synthetized peptides were then submitted to a MALDI-TOF-
TOF assay to evaluate their purity.

Immunological assays

Titration curves were done to determine the most appropri-
ate antigen concentration and antibody dilution to be used
in the ELISA assays. Thus, microtiter immunoassay plates
(Jetbiofil®, Belo Horizonte) were coated with the synthetic
peptides, ChimLeish, and SLA (at 5.0, 0.250, and 1.0 pg per
well, respectively) diluted in coating bufter (50 mM carbon-
ate buffer, pH 9.6), and incubated for 16 h at 4 °C. Next, free
binding sites were blocked with PBS-T (PBS plus 0.05%
(v/v) Tween-20) added with 5% (w/v) bovine serum albumin
for 1 h at 37 °C. Plates were washed five times with PBS-T
and incubated with human sera (1:100 dilution in PBS-T
for the peptides and SLA or 1/200 dilution in PBS-T for the
ChimLeish) for 1 h at 37 °C. Plates were washed seven times
in PBS-T and incubated with anti-human IgG peroxidase
conjugated antibody (1/10,000 dilution in PBS-T for the pep-
tides and SLA or 1/20,000 dilution in PBS-T for ChimLeish)
for 1 h at 37 °C. Plates were then washed six times with
PBS-T, and reactions were developed by incubation with a
solution composed by H,0,, ortho-phenylenediamine, and
citrate-phosphate buffer pH 5.0, for 30 min in the dark. They
were then stopped by addition of 2 N H,SO, and the opti-
cal density (OD) values were read in an ELISA microplate
spectrophotometer (Molecular Devices, Spectra Max Plus,
Canada) at A492 nm. All samples were tested on the same
day and using the same reagents to reduce experimental vari-
ation. In addition, the humoral reactivity was analyzed using
samples of VL and VL/HIV coinfected patients against a

commercial kit (Kalazar Detect™ Test), which was used
according the manufacturer’s instructions (InBios Interna-
tional, USA).

Statistical analysis

Results were entered into Microsoft Excel (version 10.0)
spreadsheets and analyzed using GraphPad PrismTM (ver-
sion 6.0 for Windows). Receiver operating characteristic
(ROC) curves were constructed to obtain the cut-off values,
as well as sensitivity (Se), specificity (Sp), positive predic-
tive value (PPV), negative predictive value (NPV), and area
under the curve (AUC) of the antigens. The one-way analy-
sis of variance (ANOVA) was used for comparison between
groups. The cut-off was determined through the mean of
the negative samples plus two standard deviation. Confi-
dence intervals with a 95% level (95%CI) and Youden index
[(sensitivity + specificity) — 1] evaluated the antigen perfor-
mance. Differences were significant with p values < 0.05.

Results

Characterization of the recombinant ChimLeish
protein

Eight specific B-cell epitopes were predicted in the amino
acid sequences of the LiHyT, LiHyD, LiHyP, and LiHyV
proteins, with two linear epitopes selected for each protein
(Table 1). The epitopes were combined in a single sequence
with the addition of two glycine residues between them, in
order to provide flexibility and avoid spatial overlap (Mendes
et al. 2013; Lima et al. 2018). In addition, the epitope posi-
tion was defined according to its original position in the
native protein sequence, i.e., those near the N-terminus
were maintained in this position, while the others near the
C-terminus were maintained in this position in the chimera
sequence. The arrangement of the amino acid sequences in
the recombinant chimeric protein ChimLeish is shown in

Table 1 Amino acid sequences

: . ; Antigen Origin protein Amino acid sequence

of identified B-cell epitopes
Peptl LiHyT (XP_001465138.1) KLTSMTPHEFKAICRL
Pept2 LiHyT (XP_001465138.1) RVQATEAQDRDLYARF
Pept3 LiHyD (XP_001468360.1) PELYQQYVDYYVMYYE
Peptd LiHyD (XP_001468360.1) EPLLQQTQRAHMQRQQPAMPQPGY QPPPPM
Pept5 LiHyV (XP_001462854.1) SQGASSGTCANAKCIPGNT
Pept6 LiHyV (XP_001462854.1) SSFPITKGAALTVDYGRCE
Pept7 LiHyP (XP_001468385.2) EETIRRRHEQRAARVK
Pept8 LiHyP (XP_001468385.2) PRRLAAADLEELASAHEDFVAHLEKAKER

The amino acid sequences of the identified B-cell epitopes in the LiHyT, LiHyV, LiHyD, and LiHyP pro-
teins are shown, as well as the corresponding proteins used to identify the epitopes
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Fig. 1. Physical-chemical characterization of ChimLeish cal-
culated a molecular weight of 19.2 kDa, an isoelectric point
of 8.1, an estimated half-life of 30 min in yeasts and higher
than 10 h in E. coli, and an aliphatic index of 54.8 suggesting
that it is a stable protein. The solubility analysis identified
hydrophilic amino acids in the protein sequence, suggesting
that ChimLeish is also a soluble molecule.

Diagnostic evaluation of the distinct antigens

An immunological evaluation to diagnose VL and VL/HIV
coinfection cases was done using the synthetic peptides
(Pept1 to Pept8), ChimLeish, and SLA as antigens in ELISA
experiments. Results showed that all VL and VL/HIV coin-
fected patients’ sera presented individual OD values signifi-
cantly above the cut-off (p < 0.05), when ChimLeish was
used as the antigen in the assays (Fig. 2). In addition, sera
from patients with Chagas disease, tuberculosis, or malaria
and from healthy individuals, all had OD values below of
the cut-off and were not significant (p > 0.05). Furthermore,
most of the VL and VL/HIV coinfected patient serum sam-
ples had OD values above of the cut-off when tested against
the individual synthetic peptides; however, some minor
cross-reactivity was observed for some of the peptides with
other non-VL, non-VL/HIV sera, e.g., with sera from Chagas
patients with Pept2, 4, 5, and 8 (Fig. 2). ROC curves were
constructed using the OD values for the antigens and the
results are shown in Fig. 3. The sensitivity and specificity
values for ChimLeish were 100%, respectively, with AUC
value of 1.0. Conversely, the sensitivity values for the syn-
thetic peptides varied from 76.8 to 99.2%, and the specificity
ranged from 67.1 to 95.7% (Table 2). The AUC values varied
from 0.87 to 0.98. The SLA preparation showed sensitivity
and specificity values of 56.8% and 69.5%, respectively, and
AUC of 0.45.

LiHyP LiHyD

Humoral reactivity of VL and VL/HIV sera
against a commercial kit

Samples of VL and VL/HIV coinfected patients (n = 25
each), which were all reactive with ChimLeish, were also
tested with the Kalazar Detect™ Test kit. Results showed
that the kit detected 20 of 25 (80.0%) VL and 12 of 25
(48.0%) VL/HIV coinfected patients’ sera, while five of
25 (20.0% cases) VL and 13 of 25 (52.0% cases) VL/HIV
patients’ sera were classified as false-negatives.

Antibody response before and after VL treatment

The humoral reactivity of VL patient sera (n = 6) was evalu-
ated before and after treatment in the ELISA assays with
the synthetic peptides, ChimLeish, and L. infantum SLA
used as antigens. With ChimLeish, there was a significant
~80.0% reduction in OD after treatment (p < 0.05) (Fig. 4A),
whereas using the synthetic peptides, the reduction in OD
values was lower and ranged from ~10.0% for Pept5; ~30.0%
for Pept6, 7, and 8; and 40.0-50.0% for Peptl, 2, 3, and 4.
By contrast, there was no significant difference when SLA
was used as the antigen, as expected (p > 0.05, Fig. 4A).
These data were paralleled by the calculations of the IgG
levels before and after treatment (Fig. 4B). Thus, the high-
est ratio was shown with ChimLeish as the ELISA antigen
(6-fold), and the IgG ratios with the synthetic peptides more
variable, ranging from 2 to 4. By contrast, the IgG ratio with
SLA as antigen was unchanged after treatment (Fig. 4B).

Discussion

In a recent immunoproteomic study performed with L.
infantum species, parasite antigenic proteins were recog-
nized by antibodies in sera from dogs with VL (Coelho et al.
2012), and some of these were later cloned and evaluated
as recombinant versions for the diagnosis of leishmania-
sis, e.g., LiHyT (Portela et al. 2018), LiHyD (Lage et al.
2016), LiHyV (Martins et al. 2015), and LiHyP (Coelho

[l |

LIHiT
N-Terminal | EETIRRRHEQRAARVKV - GG l»PELYQQYVDYYVMYYE GG ~|»KLTSMTPHEFKAICRL -.} GG 4 RVQATEAQDRDLYARF | P2 q

LiHyD

LIHyV

GG _EPLLQQTQRAHMQRQQPAMPQPGYQPPPPM | P4 | GG %SSFPITKGAALTVDYGRCE GG —

LiHyP

LiHyV

IPRRLAAADLEELASAHEDFVAHLEKAKER P8 | GG }SQGASSGTMNAKCIPGNT P5

C-Terminal

Fig.1 Alignment of the eight B-cell epitopes to construct Chim-
Leish. The linear epitopes of the LiHyT, LiHyV, LiHyD, and LiHyP
proteins were predicted and the sequences were linearly grouped with

a spacing of two glycine (-GG-) residues between them. The com-
plete polypeptide sequence is shown
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Fig.2 Serological evaluation of the synthetic peptides and Chim-
Leish. ELISA experiments were performed using the individual syn-
thetic peptides and ChimLeish with serum samples from patients with
visceral leishmaniasis (VL; n = 45), VL/HIV coinfection (n = 25),
HIV infection (n = 20), Chagas disease (CD: n = 40), tuberculosis

et al. 2012). Commercial diagnostic kits offer good sensitiv-
ity and specificity to detect immunocompetent patients, but
their performance depends on factors such as the nature of
the produced detection antigen, geography, and the study
population. In addition, detection of VL/HIV coinfection
cases is lower with such kits due to the presence of lower
amounts of specific antibodies (Lindoso et al. 2014; Kassa
et al. 2020). Therefore, the identification and/or develop-
ment of more refined diagnostic antigens would be desir-
able to overcome these limitations. In the present study, we
developed a new recombinant chimera protein, ChimLeish,
by combining the main linear B-cell epitopes predicted in
the amino acid sequences of the LiHyT, LiHyD, LiHyV, and
LiHyP proteins. ChimLeish was used in an ELISA platform

@ Springer

(TB: n = 10), and malaria (MA: n = 10) and from healthy individuals
living in endemic region of disease (HC: n = 45). The cut-off values
(horizontal dotted lines) were determined by receiver operator curves
(ROC) analysis

to diagnose VL and VL/HIV coinfection and it was com-
pared with synthetic peptide versions of the individual B-cell
epitopes and with a soluble parasite antigen preparation. The
major findings from our study were that ChimLeish showed
the highest sensitivity and specificity values for the diagno-
sis of VL and for VL in HIV coinfected patient sera, when
compared to the other antigens and a commercial test, as
well as presented no cross-reactivity with sera from patients
with other endemic diseases, e.g., Chagas disease, tuberculo-
sis, or malaria or with sera from healthy individuals.

The literature contains a variety of recombinant antigens
that have been tested for the diagnosis of VL, although with
reports of variable performance, as a consequence of the
nature of the antigen used, the duration of infection, the host
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Fig.3 Receiver operator curves (ROC) analysis. ELISA experiments
using the synthetic peptides and ChimLeish were performed with the
human serological panel and the individual optical density (OD) val-

immune status, and the presence of coinfections (Sakkas
et al. 2016; Sarkari et al. 2018). In our study, ChimLeish
showed 100% sensitivity and specificity for VL diagnosis.
Recently, another recombinant chimeric protein called Q5
when used in ELISA showed sensitivity and specificity
values of 82.0% and 100%, respectively, for VL diagnosis
(Santos et al. 2020). Figueiredo et al. (2021) developed a
recombinant chimeric protein called DTL-4 and when used
in ELISA, this antigen presented sensitivity and specificity
values of 94.6% and 99.4%, respectively. Taken together, our
current study, supported by these additional studies, suggests
that polypeptide-based recombinant antigens are promising
candidates for the serodiagnosis of VL. Indeed, their levels
of performance appear to exceed those reported for some

100% Specificity

100% Specificity

ues were used to calculate the ROC curves. Results for each antigen
are shown

other potential individual antigens. For example, the recom-
binant H2B antigen was cloned from an Iranian isolate of L.
infantum and tested with sera from VL patients, from healthy
controls living in endemic and non-endemic areas of VL,
and from patients with cross-reactive diseases. Recombinant
H2B antigen showed sensitivity and specificity values of
71.3% and 69.6%, respectively, for VL diagnosis (Rezaei
et al. 2019). In another study, three Leishmania hypotheti-
cal proteins called C1, C8, and C9 were also produced as
recombinant proteins and tested as diagnostic antigens for
human VL. Recombinant C1, C2, and C9 proteins presented
sensitivity values of 66.2%, 58.2%, and 67.9%, respectively,
and specificity values of 60.0%, 50.0%, and 77.7%, respec-
tively (Fonseca et al. 2014).
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Table 2' Evalqation of the Antigen Pitiinaters

synthetic peptides and

ChimLeish for the diagnosis of Sensitivity 95%CI Specificity 95%CI AUC Cut-off pvalue PPV NPV Y

VL and VL/HIV coinfection
ChimLeish 100 97.1-100 100 948-100 1.0 <0.160 <0.0001 1.0 10 1.0
Peptl 98.4 94.3-99.8 81.4 70.3-89.7 098 <0.660 <0.0001 0.83 0.98 0.79
Pept2 91.2 84.8-95.5 67.1 549-77.9 087 <0.600 <0.0001 0.68 0.88 0.58
Pept3 944 88.8-97.7 95.7 88.0-99.1 098 <0.550 <0.0001 0.96 093 0.89
Peptd 76.8 68.4-83.9 90.0 80.5-959 093 <0480 <0.0001 0.90 0.74 0.66
Pept5 84.0 76.4-89.9 90.0 80.5-959 093 <0.650 <0.0001 090 0.84 0.74
Pept6 99.2 95.6-100 90.0 80.5-95.9 098 <0.600 <0.0001 0.90 0.98 0.89
Pept7 91.2 84.8-95.5 84.3 73.6-91.9 095 <0.530 <0.0001 0.85 091 0.75
Pept8 92.0 85.8-96.1 90.0 80.5-95.9 095 <0.610 <0.0001 090 091 0.2
SLA 56.8 49.0-69.8 69.5 57.7-80.7 045 <0.544 0.1022 0.52 0.65 0.32

ELISA experiments were performed using the synthetic peptides, ChimLeish, and L infantum SLA as anti-
gens with sera from patients with visceral leishmaniasis (VL; n = 45), VL/HIV coinfected (n = 25), HIV-
infected (n = 20), Chagas disease (CD: n = 40), tuberculosis (TB; n = 10), and malaria (MA: n = 10)
and sera from healthy individuals living in endemic region of disease (n = 45). The sensitivity, specificity,
area under the curve (AUC), positive predictive value (PPV), negative predictive value (NPV), and Youden
index (Y) were determined. The confidence interval (95%CI) and p value were also calculated and results

are shown

HIV coinfection presents an additional challenge for VL
diagnosis. When associated with Leishmania infection, it
can reduce anti-leishmanial serology in coinfected patients
and decrease the sensitivity of VL tests (Rezaei et al. 2018).
Notably, in our present study, ChimLeish showed 100% sen-
sitivity to detect VL/HIV coinfection cases and this level of
performance is better than that reported for other potential
diagnostic antigens. For example, the recombinant Lci2 and
K39 antigens were tested for the diagnosis of VL and VL/
HIV coinfection, and the antigens showed similar sensitivity
(92.0%) for the diagnosis of VL, although a significant drop
(32.0%) was found when coinfection cases were evaluated
in the ELISA experiments (Ramos et al. 2021). Figueiredo
etal. (2021) tested samples of VL/HIV coinfected patients
on their DTL-4 antigen in ELISA, and a sensitivity value
of 77.4% was found, which was also a significant reduc-
tion when compared to the values obtained with sera from
immunocompetent patients.

Small synthetic peptides have been also tested for the
diagnosis of VL, with the rationale that a judicious selection
of the core antigenic parts of the native proteins could both
refine and reduce the variability of the patients’ humoral
response (Fargeas et al. 1996; Costa et al. 2017). Syn-
thetic peptides have the advantage of being more simple
and cheaper to produce than recombinant proteins (Costa
et al. 2012). In our study, the eight peptides showed sensitiv-
ity values from 76.8 to 99.2%, and specificity values from
67.1 to 95.7%. Although the individual peptides showed a
good, though variable, level of performance to detect active
disease, none matched the performance of ChimLeish.
Furthermore, much higher concentration of the individual
peptides was required (5.0 pg/well) for ELISA, compared

@ Springer

with ChimLeish (0.25 ug/well), making the latter more cost-
effective for routine use and population studies.

The long-term persistence of anti-leishmanial serology
found in most treated patients is a confounding issue for
monitoring the patient response to therapy and as a con-
trol of clinic cure (Almeida-Silva et al. 2006; Hasker et al.
2014; Dias et al. 2018). In the present study, we observed
a significant reduction in anti-ChimLeish antibody levels
in a small number of samples from patients collected at 6
months after treatment. By contrast, Mollett et al. (2019)
evaluated anti-rK39 IgG antibody levels in serum samples
collected before and after therapy from VL patients in India
and found that there were no differences in humoral reac-
tivity in a rK39-based ELISA. The authors concluded that
serum reactivity with rK39 may not be a suitable clinical
cure criterion for VL. Alternatively, a flow cytometry-based
strategy has been developed as a tool for cure assessment of
VL, using samples collected 12 months after treatment, and
proved to be highly effective in differentiating negative from
positive samples (Lemos et al. 2007). However, this strategy
is unlikely to be used in resource-limited settings due to the
high cost of cytometers and reagents.

Our study has some limitations. First of all, the absence
of higher and diverse serological panels to include more
samples from tegumentary leishmaniasis patients and
from other cross-reactive diseases. Much larger sam-
ple sizes would also be useful to confirm the prognostic
role of ChimLeish and further evaluate its suitability for
monitoring patient clinical cure. Secondly, the use of a
soluble parasite antigenic preparation as a control anti-
gen in not wholly appropriate and other antigens, such as
rK39, used in commercial diagnostic tests for VL, should
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Fig.4 Humoral reactivity evaluated after VL treatment. The antibody
response specific to synthetic peptides and ChimLeish was evaluated
in VL patients (n = 6), before and 6 months after treatment. The gray
and black bars indicate the mean plus standard deviation of the opti-
cal density (OD) values observed in the samples collected before and
after treatment, respectively (A). In addition, the ratio between anti-
body levels before and after treatment was calculated (B)

be considered. In summary, our data should be consid-
ered as providing proof-of-concept of ChimLeish for VL
diagnosis. They suggest that ChimLeish deserves to be
evaluated in large populations in future studies, and that its
suitability as a diagnostic antigen should also be examined
in other platforms, e.g., in rapid point-of-care lateral flow
tests (Humbert et al. 2019).
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6.2 Conclusdo do artigo 1

A proteina quimera recombinante denominada de ChimLeish, assim como os oito pep-
tideos preditos que deram origem a nova proteina, apresentaram uma elevada capacidade diag-
nostica frente a amostras de soro de pacientes com LV e LV/HIV. Demonstrando, valores ele-
vados de sensibilidade entre (76,8% a 100%), especificidade entre (67,1% a 100%) e AUC
acima de 0,93, diferenciando-se ainda de amostras de individuos saudaveis residentes em areas
endémicas e pacientes infectados com outras doencas de possivel reacao cruzada como Doengas
de Chagas, maléaria, tuberculose e HIV. Os antigenos desenvolvidos demonstraram ainda uma
importante atividade prognostica, frente a soros de pacientes antes e apos seis meses de trata-
mento de LV, onde foi possivel detectar e diferenciar pacientes com a infeccdo ativa de paci-
entes com cura clinica. Os peptideos individuais demonstraram bons resultados destacando-se
0s peptideos 1, 3 e 6 com maior sensibilidade e especificidade quando comparado aos demais,
enguanto a quimera destacou-se como melhor antigeno quanto aos indices de diagndsticos e
prognosticos, também quando comparada a outros antigenos e testes comerciais atualmente

aplicados.
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6.3 Artigo 2 — Breve introducao e objetivos

O segundo artigo a se apresentado foi intitulado “Sorodiagndstico sensivel e especifico
de leishmaniose tegumentar usando uma nova proteina quimérica baseada em epitopos
especificos de células B de proteinas antigénicas de Leishmania”, publicado na revista inter-
nacional Microbial Pathogenesis. Ano de publicacdo 2021 — Fator de impacto de 3.848. DOI:
10.1016/j.micpath.2021.105341.

Com base nos resultados obtidos no artigo cientifico publicado e apresentado anterior-
mente, levantamos uma segunda hip6tese em analisar os antigenos desenvolvidos quanto ao seu
potencial diagnostico e progndéstico para a doenga de LT. O segundo artigo cientifico publicado,
baseou-se nas limitacbes enfrentadas pelas LT na realizacdo de testes diagnosticos eficazes.
Atualmente as LT sdo diagnosticadas com base em manifestagdes clinicas associadas a dados
epidemioldgicos e laboratoriais. Os exames parasitoldgicos sdo 0s mais indicados, e baseiam-
se no exame direto de amastigotas em esfregacos da lesdo. No entanto, devido a escassez de
parasitos nas amostras coletadas, principalmente em pacientes com lesdes antigas, a sensibili-
dade é variavel e entre 20% e 40% dos pacientes apresentam resultados falso-negativos (COE-
LHO etal., 2016; RIBEIRO et al., 2018; SALLES et al., 2019; SILVA et al., 2018). Uma outra
limitacdo enfrentada, é quando pacientes tratados mantém a sorologia positiva por meses e/ou
anos apos o tratamento e cura clinica, sendo dificil diferencia-los daqueles com doenca ativa,
assim como ocorre em pacientes de LV.

Nesse contexto, torna-se urgente a identificacdo de alvos diagnosticos mais sensiveis e
especificos para LT, objetivando este estudo a avaliar peptideos preditos de células B, a partir
de quatro proteinas denominadas LiHyT, LiHyD, LiHyV e LiHyP, anteriormente encontrados
em parasitos de L. infantum, onde ja demonstraram potencial antigénico em soros de LV canina
e/ou humana (COELHO et al., 2012; LAGE et al., 2016b; MARTINS et al., 2015; PORTELA
et al., 2018). Além de avaliar a proteina quimérica originada pelos epitopos preditos, sendo
ambos os antigenos testados frente a amostras de soros de pacientes infectados com LT e amos-
tras de soros de pacientes antes e apds seis meses de tratamento da doenca, a fim de avaliar o

potencial prognostico na LT.
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ARTICLEINFO ABSTRACT
Keywords: Serological tests used for the diagnosis of tegumentary leishmaniasis (TL) presents problems, mainly related to
Tegumentary leishmaniasis their variable sensitivity and /or specificity, which can be caused by low levels of antileishmanial antibodies or by
B-c-ell epitopes presence of cross-reactive diseases, respectively. In this context, the search for new antigenic candidates pre-
g?m:::s senting higher sensitivity and specificity is urgently required. In the present study, the amino acid sequences of
EL;gA the LiHyT, LiHyD, LiHyV, and LiHyP proteins, which were previously showed to be antigenic in the visceral
Prognosis leishmaniasis (VL), were evaluated and eight B-cell epitopes were predicted and used for construction of gene
codifying a chimeric protein called ChimLeish. The protein was expressed, purified and evaluated as a recom-
binant antigen in ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) for the diagnosis of TL. The own B cell epitopes
used to construct the chimera were synthetized and also evaluated as antigens, as well as a soluble Leishmania
braziliensis antigenic extract (SLA). Results showed that ChimLeish presented 100% sensitivity and specificity to
diagnose TL, while synthetic peptides showed sensitivity varying from 9.1% to 90.9%, while specificity reached
from 98.3% to 99.1%. SLA showed sensitivity and specificity of 18.2% and 98.3%, respectively. A preliminary
prognostic evaluation showed that anti-ChimLeish IgG antibodies declined in significant levels, when serological
reactivity was compared before and six months after treatment, suggesting also a possible prognostic role of this

antigen for TL.

1. Introduction the world with 380 million people exposed to the infection risks, and 12
million people clinically affected [1]. There is an annual estimated
Leishmaniases are neglected tropical diseases caused by protozoa incidence of 0.7-1.2 million cases of tegumentary leishmaniasis (TL)
parasites of the genus Leishmania, which are endemic in 98 countries in and 0.5 million cases of visceral leishmaniasis (VL) registered [2,3]. TL
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causes distinct clinical manifestations in patients, such as cutaneous
leishmaniasis (CL), diffuse cutaneous leishmaniasis (DCL), and mucosal
leishmaniasis (ML). This disease complex is caused by several parasite
species, such as Leishmania braziliensis, L. major, L. tropica, L. guyanensis,
L. amazonensis, among others [4].

The diagnosis of TL relies on clinical manifestations associated with
epidemiological and laboratory data. As there is no gold-standard test to
diagnose the disease, a combination of methods is usually required to
obtain the precise diagnosis [5]. Parasitological tests, which are based
on the direct examination of amastigotes in Giemsa-stained lesion
smears of scrapping, biopsies or impression smears, have been used with
such purpose. However, due to the scarcity of parasites in the collected
samples, mainly in patients with old lesions, the sensitivity is variable
and between 20% and 40% of the patients present false-negative results
[6-9]. Molecular tests have also been used as more sensitive tools to
detect Leishmania content in collected samples. PCR-based assays have
obtained higher sensitivity to detect TL patients as compared to con-
ventional parasitological methods. However, these tests are expensive,
require sophisticated equipment and trained professionals to perform, as
well as the sample collection is also invasive; limiting then their use [10,
11].

Serological tests have been applied for the detection of anti-
leishmanial antibodies in sera of infected hosts, and high efficacy has
been reached for VL [12]. These tests are simpler and cheaper, when
compared to the parasitological methods, and the sample collection is
considered less invasive [12,13]. However, serological tests to diagnose
TL have showed lower sensitivity, mainly due to the presence of low
levels of antileishmanial antibodies [14,15]. In addition, the specificity
has been also variable by the presence of cross-reactive antigens in pa-
tients developing leprosy, malaria, tuberculosis, histoplasmosis, asper-
gillosis, systemic lupus erythematosus, among others [14-19]. There are
also cases where treated patients maintain positive serology for months
and/or years after treatment and clinic cure, being difficult to differ-
entiate them from those with active disease [20,21]. In this context, the
search continues to identify more sensitive and specific diagnostic tar-
gets for TL.

Our group performed an immunoproteomic study to identify Leish-
mania proteins with application potential for the diagnosis of leish-
maniasis [22]. Some of these antigens, evaluated as individual
recombinant proteins, satisfactory diagnostic action against canine
and/or human VL, such as LiHyT [23], LiHyD [24] and LiHyV [25].
LiHyP, a hypothetical protein also identified in the cited immunopro-
teomic study, showed specific B-cell epitopes inits amino acid sequence;
suggesting then the potential use as diagnostic marker to detect the
disease. Considering the similarities between the amino acid sequences
of LiHyT, LiHyD, LiHyV, and LiHyP proteins in distinct Leishmania spp.;
in the present study, linear B-cell epitopes were predicted in the se-
quences of these four proteins, and they were used to construct the gene
codifying a chimeric protein. This new antigen, called ChimLeish, was
cloned and the recombinant chimera was purified and evaluated in
ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) for the diagnosis of TL.
The B cell epitopes used to construct the chimeric protein were also
synthetized and tested in the experiments, as well as a soluble
L. braziliensis antigenic extract (SLA). Results suggested that ChimLeish
presented 100% sensitivity and specificity to detect TL patients,
including those presenting lower anti-parasite serology; while synthetic
peptides and SLA showed lower sensitivity and specificity values, mainly
to diagnose CL cases. Evaluating a possible prognostic role of the anti-
gens, low levels of anti-ChimLeish IgG antibodies were found in sera of
treated patients, which were similar to those obtained in healthy sub-
jects; suggesting also a prognostic role of this antigen for TL.
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2. Materials and methods
2.1. Parasites

L. braziliensis (MHOM/BR/1975/M2904) stationary promastigotes
were grown at 24 °C in Schneider’s medium (Sigma, St. Louis, MO, USA)
added with 20% (v/v) inactivated fetal bovine serum (FBS, Sigma), 20
mM L-glutamine, 200 U/mL penicillin, and 100 pg/mL streptomycin at
pH 7.4. The antigenic extract was prepared from 10° parasites according
to described in Ref. [26]. Briefly, stationary promastigotes were washed
three times in sterile phosphate-buffered saline (PBS 1x pH 7.4) and
submitted to six cycles of freezing and thawing, at which time they were
submitted to ultrasonication (Ultrasonic processor, GEX600) with five
cycles of 30 s at 38 MHz. The supernatant containing SLA was collected
after centrifugation (9000 xg for 30 min at 4 °C) and stored at —70 °C
until use.

2.2. Prediction of B-cell epitopes and construction of chimeric protein

The amino acid sequences of LiHyT (XP_001465138.1), LiHyD
(XP_001468360.1), LiHyV (XP_001462854.1), and LiHyP
(XP_001468385.2) proteins were obtained from the SwissProt server
(web.expasy.org/docs/swiss-prot) and saved in TXT format [27]. The
IEDB server (www.iedb.org) was used to identify the most accessible
amino acids in the primary structures using the parameters: window size
of 12 and threshold value of 1.0. Next, epitopes were predicted using the
ABCpred server (www.imtech.res.in/raghava/abepred/) with the pa-
rameters: window size of 16 and threshold value of 0.85. Eight epitopes
were selected and their amino acid sequences were used to construct the
chimera-codifying gene. Aiming to provide flexibility and avoid spatial
overlap between the epitopes in the protein sequence, two glycine res-
idues were included between each peptide sequence. Both the
ChimLeish-codifying gene, which was cloned into pET28a-TEV vector,
and B cell epitopes (Pept1, Pept2, Pept3, Pept4, Pept5, Pept6, Pept7 and
Pept8) were commercially produced (Genscript®, USA). The lyophilized
peptides were diluted in milli-Q water before use in the experiments.
The construct was inserted into E. coli Arctic Express cells, and the
protein  expression was induced by addition of iso-
propyl-p-p-thiogalactopyranoside (1.0 mM; Promega®, Canada) for 2 h
at 37 °C. Next, bacteria were centrifuged at 3000 xg for 10 min at 4 °C,
and then disrupted with six cycles of freezing and thawing, followed by
six cycles of ultrasonication with cycles of 30 s each (36 MHz). Cellular
debris was removed after centrifugation (5000xg for 15 min at 4 °C) and
the supernatant was collected and concentrated in Amicon® ultral5
filters with a nominal molecular weight limit of 10,000 (NMWL, Milli-
pore, Germany). The recombinant protein was purified on a HisTrap HP
affinity column (GE Healthcare Life Sciences, USA) connected to an
AKTA system. After purification, ChimLeish (19.2 kDa) was passed
through a polymyxin-agarose column (Sigma-Aldrich, USA) in order to
remove any residual endotoxin content (<10 ng of LPS per 1 mg of re-
combinant protein, measured by the Quantitative Chromogenic Limulus
Amebocyte Assay QCL-1000 kit, BioWhittaker, USA). SDS-12% PAGE
gels were used to evaluate the purification profile.

2.3. Study population and sera samples

The study was approved by the Ethics Committee of the Federal
University of Minas Gerais (UFMG, Belo Horizonte, Minas Gerais,
Brazil), with protocol number CAAE-32343114.9.0000.5149. Sera
samples of CL (n = 25; including 15 males and 10 females, with ages
ranging from 27 to 56 years old) and ML (n = 30; including 18 males and
12 females, with ages ranging from 29 to 63 years) patients, all living in
endemic area of TL (Belo Horizonte, Minas Gerais, Brazil), were used.
The diagnosis was confirmed by clinical exams and parasitological tests
to detect parasites by Giemsa-stained smears from lesion and/or
mucosal fragments, as well as by identification of parasite content by
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PCR technique according described [28]. Briefly, DNA was extracted
from collected samples using the QIAamp® DNA Blood Mini Kit (Qia-
gen®, MD, USA), purified and assayed by spectrophotometry. It was
then diluted in sterile ultrapure water and the following primers were
used to amplify a Leishmania kDNA region (150 base pairs) in TL patient
samples: 5'-GGGKAGGGGCGTTCTSCGAA-3' (Forward) and
5'-SSSWCTATWTTACACCAACCCC-3' (Reverse). The parasite DNA
extracted of a reference strain for TL (MHOM/BR/2002/LPC-RPV) was
used as positive control, while sterile ultrapure water was used as
negative control. For reactions, the following reagents were used: 2 mM
MgCly, 200 pM dNTPs, 0.6 M of each primer (Sigma-Aldrich, USA), 1 UI
Taq DNA polymerase with specific buffer (Invitrogen, USA), and 20 ng
DNA templates. The program applied was: (step 1) 94 °C for 10 min;
(step 2) 60 °C for 30 s; (step 3) 72 °C for 30 s; (step 4) 94 °C for 30 s and
go to step 2 for 42 times; (step 5) 72 °C for 10 min [28]. The amplified
product was analysed by polyacrylamide gel. CL patients presented an
assumed disease evolution time varying from 4 months to 8 years, while
ML patients presented an assumed disease evolution time ranging from 6
months to 12 years. None of the TL patients had been treated before
sample collection. Sera were also collected from healthy individuals
living in endemic region of disease (n = 25, including 14 males and 11
females, with ages ranging from 26 to 42 years; Belo Horizonte). These
subjects presented no clinical signal of leishmaniasis. Samples of Chagas
Disease patients (n = 25, including 16 males and 9 females, with ages
ranging from 33 to 59 years), which were diagnosed by hemoculture,
Chagatest® recombinant ELISA v.4.0 kit and/or Chagatest® hemma-
glutination inhibition (Wiener lab., Rosario, Argentina), as well as
from patients with leprosy (n = 20, with 12 males and 8 females, with
ages ranging from 35 to 55 years), aspergillosis (n = 15, including 8
males and 7 females, with ages ranging from 34 to 60 years) and his-
toplasmosis (n = 15; including 6 males and 9 females, with ages ranging
from 30 to 56 years) were used. The diagnosis of these diseases was
confirmed by means of ML Flow rapid test, detection of fungal hyphae in
histopathological examination, and isolation of the fungus in culture of
bronchoalveolar lavage fluids and/or whole blood, respectively. Addi-
tionally, sera of HIV-infected patients (n = 15, including 9 males and 6
females, with ages ranging from 28 to 50 years), which were diagnosed
by means of clinical exam and laboratory tests for CD4" T cell count and
determination of the viral load, were also used.

2.4. Serological follow-up after treatment

Sera samples from ML patients (n = 15) were collected before and six
months after treatment, when the humoral response specific to Chim-
Leish, synthetic peptides and SLA was evaluated. The patients were
submitted to the same therapeutic regimen using pentavalent antimo-
nials (Sanofi Aventis Farmaceutica Ltda., Suzano, Sao Paulo, Brazil), ata
dose of 20 mg Sb*® per kg for 30 days. In addition, none of them suffered
from other infection or had any pre-existing disease. After completion of
the treatment, all patients were free of any sign of leishmaniasis and

were classified as clinically cured.
2.5. Immunoblotting assays

Immunoblottings were performed using ChimLeish, which was sub-
mitted (10 pg) to SDS-12% PAGE gels and blotted onto a nitrocellulose
membrane (0.2 pm pore size, Sigma-Aldrich, USA). Next, membranes
were blocked with PBS-T plus 5% bovine serum albumin (BSA) (w/v)
and incubated for 1 h at 37 °C. A new incubation with sera pools of
healthy subjects (n = 4) or patients with CL or ML (n = 4 each) was
performed for 1 h at 37 °C, with sera samples 1:100 diluted in PBS-T.
Next, membranes were washed with PBS-T and an anti-human IgG
horseradish-peroxidase conjugated antibody was added in the plates
(diluted 1:10,000 in PBS-T; Sigma-Aldrich, USA), when a new incuba-
tion was performed for 1 h at 37 °C. After, reactions were developed
using a solution composed by chloronaphtol, diaminobenzidine and
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H-0, for 30 min, and stopped by adding distilled water. A low range
protein ladder standard (Invitrogen™, Life Technologies, USA) was
used. Three independent experiments were performed and results were
similar.

2.6. Serological assays

Previous titration curves were performed to determine the most
appropriate concentration of antigens and sera dilutions to be used in
the experiments. Microtiter immunoassay plates (Jetbiofil®, Belo
Horizonte) were coated with ChimLeish (0.5 pg/well), individual pep-
tides (5.0 pg/well, all antigens) or L. braziliensis SLA (2.0 pg/well),
which were diluted in coating buffer (50 mM carbonate buffer at pH
9.6), for 18 h at 4 °C. Next, free binding sites were blocked using 250 pL
of PBS-T plus 5% BSA (w/v) per well for 1 h at 37 °C. After washing the
plates five times with PBS-T, they were incubated with the individual
serum samples (1:100 diluted for synthetic peptides and SLA or 1:200
diluted for ChimLeish, both in PBS-T), and incubated for 1 h at 37 °C.
Plates were washed five times with PBS-T and incubated with an anti-
human IgG peroxidase conjugated antibody (1:10,000 for peptides and
SLA, and 1:20,000 for ChimLeish, both in PBS-T) for 1 h at 37 °C. After
washing the plates six times with PBS-T, reactions were developed by
incubation with 100 pL per well of a solution composed by 2 pL Hy0,, 2
mg ortho-phenylenediamine and 10 mL citrate-phosphate buffer at pH
5.0, for 30 min and in the dark. Reactions were stopped by adding 25 pL
2 N HySO4. The optical density (OD) values were measured in a
microplate reader (Molecular Devices, Spectra Max Plus, Canada) at
492 nm. All samples were tested in parallel on the same day to reduce
experimental variation.

2.7. Statistical analysis

Results were entered into Microsoft Excel (version 10.0) spread-
sheets and analysed with GraphPad Prism™ software (version 6.0 for
Windows). The cut-off values for each antigen were determined by
constructing Receiver Operating Characteristic (ROC) curves, which
were plotted with the individual OD values of TL patients group versus
those from the other (healthy individuals and patients with Chagas
Disease, leprosy, histoplasmosis, aspergillosis or HIV-infected) groups.
ROC curves were used to calculate: sensitivity (Se), specificity (Sp), area
under the curve (AUC), confidence interval using a 95% level (95% CI),
likelihood ratio (LR), and Youden index (Y). The unpaired two-tailed t-
test was used and differences were considered statistically significant
with P < 0.05.

3. Results
3.1. Construction and characterization of ChimLeish protein

Eight linear B-cell epitopes were predicted in the amino acid se-
quences of LiHyT, LiHyD, LiHyV and LiHyP proteins, with two epitopes
identified in each protein sequence. In addition, the amino acid se-
quences of the selected epitopes were found to be conserved in distinet
Leishmania species (Fig. 1). With the purpose to provide flexibility and to
avoid the spatial overlap between epitopes in the protein sequence, two
glycine residues were included between them (Fig. 2). After purification,
ChimLeish was showed to be a soluble protein and with high purification
yield (higher than 95.0%), which can be visualized in a representative
SDS-12% PAGE gel (Fig. 3A, lane 2). Immunoblotting assays showed
that, while ChimLeish was not recognized by antibodies in sera of
healthy individuals (Fig. 3B, lane 2), it was specifically recognized by
samples of CL and ML patients (Fig. 3B, lanes 3 and 4, respectively). In
both cases, a low range protein ladder standard was used (Fig. 3A and B,
lane 1 in both).
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Fig. 1. Bioinformatic assays and identification of linear B-cell epitopes. The amino acid sequences of LiHyT (XP_001465138.1), LiHyD (XP_001468360.1), LiHyV
(XP_001462854.1) and LiHyP (XP_001468385.2) proteins were evaluated by bioinformatic tools, and two linear B-cell epitopes were identified in each sequence. The

selected epitopes are shown in grey squares. “*" indicates identical amino acid, *
N-Terminal = ETIRRRHEQRAARVKV
GG
PELYQQYVDYYVMYYE
GG
KLTSMTPHEFKAICRL
GG
RVQATEAQDRDLYARF
GG

" indicates similar amino acid, and *.” indicates low similarity amino acid.

EPLLQQTQRAHMQRQQPAMPQPGYQPPPPM

GG
SSFPITKGAALTVDYGRCE
GG
PRRLAAADLEELASAHEDFVAHLEKAKER
GG
SQGASSGTCANAKCIPGNT=—  C-Terminal

Fig. 2. Construction of the chimeric protein. The selected B-cell epitopes were grouped in a linear sequence with the inclusion of two glycine residues between each

epitope, and the chimeric protein sequence is shown.
3.2. Evaluation of antigens for the diagnosis of tegumentary leishmaniasis

The diagnostic efficacy for the detection of TL cases was evaluated
using ChimLeish, synthetic peptides and SLA as antigen by means of
ELISA against a human serological panel. Results showed that the re-
combinant protein was recognized by sera in CL and ML patients, but not
by those from healthy subjects or of patients presenting TL-related dis-
eases; with statistically significant differences being found between the
groups (P < 0.0001). Results are presented as box plots, with indication
of the minimum and maximum values obtained for each antigen (Fig. 4).
The higher serological variation found in the TL group, when synthetic
peptides and SLA were used as antigens, can be explained by the fact that
CL patients usually present lower antileishmanial serology, making
difficult to be reactive against a diverse antigenic preparation, as well as
by the fact that peptides are short antigens and that usually present
higher difficulty to be identified by antibodies in ELISA plates. Other-
wise, lower serological variation was found when ChimLeish was used as
an antigen (Fig. 4); suggesting then that this antigen presented a more
homogeneous recognition by antibodies present in sera of CL and ML
patients. ROC curves were constructed for each antigen and results are
shown (Fig. 5), as well as the sensitivity and specificity values were
determined. Results showed that ChimLeish presented both 100%

sensitivity and specificity, while synthetic peptides showed sensitivity
ranging from 9.1% to 90.9%, and specificity varying from 98.3% to
99.1% (Table 1). SLA showed sensitivity and specificity values of 18.2%
and 98.3%, respectively; thus concluding that ChimLeish was the best
antigen applied for the diagnosis of TL when our serological panel was
evaluated in ELISA.

3.3. Serological follow-up dfter treatment

The antibody response against the antigens was evaluated compar-
atively before and six months after patient treatment (Fig. 5). Results
showed that anti-ChimLeish IgG antibodies significantly declined after
therapy as compared to OD values obtained before treatment. Using SLA
as antigen, the serological reactivity was similar before and after treat-
ment (Fig. 5A). Testing the synthetic peptides, lower humoral response
was found after patient treatment, although data using the chimeric
protein have been more expressive. With the OD values obtained before
and after treatment, ratios between IgG levels using each antigen were
calculated and results are also shown (Fig. 5B). Data indicate that anti-
chimera antibodies declined in more significant levels after therapy,
when compared to values obtained using the synthetic peptides or SLA.
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Fig. 3. SDS-12% PAGE gels and immunoblottings. The ChimLeish protein was
evaluated by means of SDS-12% PAGE gels and one representative preparation
is shown (in A). A low range protein ladder standard was used (lane 1), and the
purified protein presented purity degree higher than 95.0% (lane 2). Immu-
noblottings were performed using TL patients and healthy subject sera, and
results are shown (in B). A low range protein ladder standard was used (lane 1),
and the reaction of protein against sera pools (n = 4 in each) of healthy subjects
(lane 2) and CL (lane 3) and ML (lane 4) patients is also shown.

4. Discussion

Distinct clinical manifestations are caused by leishmaniasis in
humans. VL is the most serious clinical form of the disease and is
responsible by death of approximately 59,000 people annually [29]. TL
is not considered a fatal disease; however, it can cause since a localized
cutaneous lesion that appears ulcerated, with granular base and raised
borders, until lesions causing gradual tissue destruction, affecting the
upper respiratory and digestive tracts mucosa of the patients [23]. In
this context, a precise diagnosis of this disease complex is essential to
perform a rapid treatment aiming to improve the quality of life of the
patients, and serological tests have been considered important tools for
the diagnosis of leishmaniasis, due to their simplicity, high performance,
reproducibility, and low cost [30]. In the VL, symptomatic patients
usually develop high antileishmanial serology, and they are precisely
diagnosed in the available tests [31-33]. However, in the TL, the
anti-parasite antibody production is usually lower against Leishmania
antigens, mainly in CL cases, and diagnostic tests are not effective to
detect the disease [34].

In a previous work developed by our group, L. infantum proteins
were recognized by antibodies in sera of VL dogs, and they were sug-
gested as potential diagnostic markers for disease [22]. In fact, some of
these antigens, such as LiHyT [23], LiHyD [24] and LiHyV [25], were
cloned and the recombinant proteins were individually tested as diag-
nostic markers for VL, and promising results being obtained. However,
to the best of our knowledge, none of these antigens were tested for the
diagnosis of TL. Otherwise, the association of diagnostic antigens could
represents better diagnostic accuracy for leishmaniasis, when compared
to the use of individual proteins, since higher antigenic variety repre-
sented by distinct B cell epitopes derived from different parasite proteins
could be included in the protein sequence, making it easier to be
recognized by antibodies in sera of infected hosts [35]. In this context,
the development of polypeptide-based chimeric proteins could result in
high sensitivity and specificity values for the diagnosis of leishmaniasis,
as well as present low production cost due to the fact that it is an unique
protein [36].

In this context, in the present study, the amino acid sequences of
LiHyT, LiHyD, LiHyP, and LiHyV proteins were mapped and the main B-
cell epitopes were identified and used to construct a recombinant
chimeric protein, which was tested for the diagnosis of TL. The chimera
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Fig. 4. Serological assays using ChimLeish, synthetic peptides and SLA as an-
tigens. ELISA was performed with ChimLeish, synthetic peptides (Pept 1, Pept
2, Pept 3, Pept 4, Pept 5, Pept 6, Pept 7, and Pept 8) and SLA as antigens, which
were reacted against sera of CL (n = 25) and ML (n = 30) patients characterized
as “TL group”, as well as against samples of healthy individuals living in
endemic region of disease (n = 25) or patients with Chagas Disease (n = 25),
leprosy (n = 20), histoplasmosis (n = 15) and aspergillosis (n = 15) or those
HIV-infected (n = 15); which were characterized as “control group”. The in-
dividual optical density (OD) values and box plots representing the minimum
and maximum values are shown. The dotted lines indicate the cut off values for
each antigen evaluated. Statistically significant difference (P < 0.0001) be-
tween (TL and Controls) groups is also indicated. Abbreviation: SLA- Soluble L.
braziliensis Antigenic Extract.

was showed to be a soluble protein and with high purification yield and
it was tested in ELISA for the diagnosis of TL, here represented by sera of
CL and ML patients. The B cell epitopes used to construct the chimera
sequence were produced as synthetic peptides, and they were also used
as antigens in the experiments, as well as a soluble L. braziliensis
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Fig. 5. Serological follow-up after treatment. Levels of IgG antibodies specific
to ChimLeish, synthetic peptides (Pept 1, Pept 2, Pept 3, Pept 4, Pept 5, Pept 6,
Pept 7, and Pept 8) and SLA were evaluated by ELISA using sera of ML patients
collected before and six months after treatment (n = 15). Black and grey circles
represent the optical density (OD) values of the samples obtained before and
after treatment, respectively (in A). Ratios between antibody levels before and
after therapy were also calculated, and results are shown (in B). Abbreviation:
SLA- Soluble L. braziliensis Antigenic Extract. (***) indicate statistically signif-
icant difference in relation to the other groups (P < 0.05).

Table 1
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antigenic extract. Results showed that Chimleish was identified by all
TL patient sera, including CL patients samples, and presented low cross-
reactivity against antibodies in sera from healthy subjects or patients
developing Chagas Disease, leprosy, malaria, tuberculosis, histoplas-
mosis, and aspergillosis or those HIV-infected. Although some synthetic
peptides showed satisfactory diagnostic performance, their sensitivity
and specificity values were lower in comparison to data obtained using
ChimLeish as antigen, mainly to detection of CL cases, since these pa-
tients usually present lower antileishmanial serology [37,38]. In addi-
tion, SLA as antigen showed also lower sensitivity in ELISA for the
detection of CL patients.

The diagnosis of CL and ML is based on clinical exams associated
with parasitological and/or immunological analyses. However, prob-
lems related to the sensitivity of tests have been registered, mainly due
to the longer lesion time, which can reflect in a lower number of para-
sites, hampering then the sensitivity of the tests [19,39]. Regarding
serological diagnosis, CL patients usually tend to present low levels of
anti-Leishmania antibodies, and they can be mis-diagnosed as
false-negative in the laboratorial assays [40]. The present study’s results
showed that SLA, a mixture of Leishmania antigenic and non-antigenic
proteins and that present distinct expression levels, presented also low
sensitivity to detect CL. Serological results were similar to those
described in other works evaluating antigens for the diagnosis of TL
[41-43], suggesting then the importance of selection of more sensitive
antigenic candidates to diagnosis the disease. In addition, individual
peptides showed also lower sensitivity for the detection of CL and ML
patients, when compared to the use of ChimLeish. Usually, short pep-
tides present some problems to be used as diagnostic antigens for dis-
eases, such as the limited adsorption on polystyrene plates, the low
recognition by few specific antibodies, and the variable reproducibility
according the clinical and immunological state of the disease [44,45]. In
this context, the grouping of the selected antigenic fragments in
chimeric proteins could presents higher diagnostic efficacy, such as
visualized in this study.

Distinct immune response profiles are found according to the clinical
manifestation of TL, and higher levels of antibodies are often described
in the ML cases, when compared to CL patients [46]. In this context, a
diagnostic kit presenting high sensitivity and specificity to diagnose CL
and ML cases will be desirable, since this disease complex can cause a
range of clinical manifestations in the patients, reaching from
self-limiting lesions to mutilating scars. In addition, problems related to
the available therapeutics, which are toxic and/or present high cost have
been described [47,48]. Leishmania antigenic preparations have showed
variable sensitivity and specificity values to diagnose TL, when sera of
patients with Chagas Disease, leprosy, malaria, tuberculosis, histoplas-
mosis, aspergillosis, among others, or those HIV-infected; have been
evaluated in the serological assays [49-52]. In fact, sera of patients
developing such diseases, which present direct or indirect relation with

Diagnostic evaluation of antigens for tegumentary leishmaniasis. Sera of healthy individuals living in endemic region of TL (n = 25), as well as from patients with
CL (n = 25), ML (n = 30), Chagas Disease (n = 25), leprosy (n = 20), histoplasmosis (n = 15) and aspergillosis (n = 15) or those HIV-infected (n = 15) were used in
ELISA against ChimLeish, synthetic peptides (Pept 1, Pept 2, Pept 3, Pept 4, Pept 5, Pept 6, Pept 7, and Pept 8) and SLA. The individual optical density (OD) values
obtained for each antigen were used to construct ROC curves, and sensitivity (Se), specificity (Sp), area under the curve (AUC), confidence interval using a 95% level
(95% CI), likelihood ratio (LR), and Youden index (Y) were calculated. Abbreviation: SLA- Soluble L. braziliensis Antigenic Extract.

Antigen Se(%) 95%CI Sp(%) 95%CI AUC 95%CI LR Y Cut-off
Pept 1 25.5 14.7-39.0 98.3 93.9-100 0.694 0.601-0.787 14.6 0.24 >0.562
Pept 2 29.1 17.6-42.9 99.1 95.3-100 0.708 0.615-0.802 335 0.28 >0.533
Pept 3 56.4 42.3-69.7 99.1 95.3-100 0.950 0.921-0.979 64.8 0.55 >0.529
Pept 4 47.3 33.7-61.2 99.1 95.3-100 0.796 0.715-0.878 544 0.46 >0.490
Pept 5 90.9 80.1-97.0 99.1 95.3-100 0.983 0.965-1.000 104.5 0.90 >0.444
Pept 6 43.6 30.3-57.7 99.1 95.3-100 0.927 0.888-0.966 50.2 0.43 =>0.540
Pept 7 9.1 3.0-20.0 99.1 95.3-100 0.809 0.739-0.878 10.5 0.08 >0.584
Pept 8 23.6 13.2-37.0 99.1 95.3-100 0775 0.701-0.849 27.2 0.23 >0.555
ChimLeish 100 93.5-100 100 95.3-100 1.000 1.000-1.000 115.0 0.99 =>0.096
SLA 18.2 9.1-30.9 98.3 93.9-99.8 0.793 0.723-0.863 10.5 0.16 >0.545
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the clinical and/or laboratorial diagnosis of TL, have been also used in
other studies as cross-reactive disease groups, when distinct antigenic
candidates are tested to detect TL [53-55]. In this context and according
to the results found in this study, ChimLeish showed high sensitivity to
berecognized by antibodies in sera of CL and ML patients, as well as high
specificity due to the low reactivity against sera of cross-reactive dis-
eases; suggesting then a diagnostic potential for this antigen in the TL.
However, additional studies are certainly necessary to be performed,
aiming to prove the high performance of ChimLeish for the TL diagnosis,
as well as evaluating this antigen in other diagnostic platforms.

The antileishmanial serological follow-up of the patients after their
treatment and clinical cure should be considered as an immunological
control measure. However, antigens usually present similar or little
variation in the post-therapy antibody follow-up, since OD values are
similar to those found before treatment; suggesting then the absence of a
relevant prognostic role [13,56-58]. Here, significantly lower levels of
anti-ChimLeish IgG antibodies were found in sera of treated ML patients,
when samples were collected six months post-therapy; suggesting then
that the chimeric protein could be considered as an immunological
candidate for the prognosis of disease. On the other hand, anti-SLA
antibody levels were found to be similar before and after treatment,
suggesting that this parasite antigenic preparation was not suitable to
indicate the clinical cure of the patients. Similar results were also found
by others, when SLA was evaluated as an antigen in serological
follow-up after treatment against leishmaniasis [13,21,59]. Overall, our
results can be considered interesting, mainly due to the fact that current
diagnostic tests for leishmaniasis show variable sensitivity to monitor
the treatment and clinic cure of patients, as well as to differentiate be-
tween past and active infections [20,28,60].

The sample size used in this study can be considered a limiting factor,
as well as the absence of sera of patients with other clinical and/or
laboratorial TL-related diseases. In addition, the serological follow-up of
treated patients should also be performed for a longer period of time,
aiming to prove the long-term prognostic efficacy of ChimLeish. Thus,
present study’s data can be taken as proof-of-concept of the capacity of
this novel recombinant antigen to be applied for the diagnosis and
prognosis of TL, and would serve as reference for future diagnostic
studies, applied through the ELISA or in other diagnostic methods, such
as immunochromatographic strips.
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6.4 Concluséo do artigo 2

Neste artigo cientifico, foi possivel concluir que a proteina quimera ChimLeish desta-
cou-se quanto ao seu potencial diagndstico e prognéstico em plataformas sorolégicas de LT. A
nova proteina apresentou elevados indices de especificidade e sensibilidade, quando comparada
também a outros antigenos como a SLA de L. braziliensis. Conseguiu ainda, diferenciar amos-
tras de individuos infectados com LT de amostras de pacientes infectados por outras doencas
de possivel reacdo cruzada como doenca de chagas, hanseniase, histoplasmose, aspergilose e
HIV.
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7 CONSIDERACOES FINAIS E CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos, podemos considerar que os peptideos de células B
preditos por bioinformatica, assim como a proteina quimérica proveniente, demonstraram-se
eficazes frente a uma plataforma soroldgica de amostras de pacientes infectados com LV,
LV/HIV e LT. Os antigenos demonstraram uma elevada sensibilidade e especificidade no di-
agnéstico de LV, coinfeccdo por LV/HIV e LT, destacando-se principalmente a proteina qui-
mera denominada de ChimLeish apresentando 100% de especificidade e sensibilidade. Os pep-
tideos individuais também demonstraram potencial diagndstico com eficécia elevada, desta-
cando-se os peptideos 1, 3 e 6 frente a LV e LV/HIV e o peptideo 5 frente a LT. Os peptideos
individuais, destacaram-se principalmente frente a uma plataforma de amostras de LV e coin-
feccdo LV/HIV, indicando novas possibilidades a serem estudadas na aplicagéo de futuros tes-
tes diagnosticos. A proteina quimérica demonstrou ainda ser um importante marcador prognos-
tico, permitindo diferenciar pacientes com a infeccédo ativa por diferentes Leishmanioses, da-
queles tratados e curados clinicamente.

Nossos resultados aqui apresentados, indicam importantes novos marcadores com po-
tencial diagndstico e progndstico frente as leishmanioses, visando suprir 0s principais pontos
de limitacdo que norteiam essas doencas. E importante ressaltar, a necessidade de mais estudos
com plataformas que apresentem um maior nimero de amostras para ambas as doencas e crite-
rios aqui avaliados, e maior aten¢do quanto a deteccdo da avaliagdo prognostica, no qual neces-
sita de um acompanhamento por um periodo maior nos pacientes em tratamento.

Independente das limitacdes encontradas, conclui-se dentre os principais resultados ob-
tidos, que a utilizacdo de ferramentas de bioinformatica aplicadas a métodos de predicdo de
novos antigenos, demonstram uma capacidade inovadora no desenvolvimento de novos e im-
portantes produtos biologicos, frente a doencas infecciosas de preocupacdo a Saude Publica,
como €é o caso das leishmanioses. Por fim, os métodos aplicados nesta tese permitiram obter
um importante conjunto de antigenos originando a proteina quimérica ChimLeish, onde de-
monstraram um bom desempenho como marcadores diagndsticos e prognosticos, que possam
ser futuramente aperfeicoados e aplicados em testes de imunodiagndstico, assim como imple-

mentados em futuras tiras imunocromatograficas.
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8 PERSPECTIVAS

e Incorporar a quimera recombinante em fitas imunocromatogréficas para verificacao da

possibilidade de se desenvolver um teste rapido.

e Testar os prototipos desenvolvidos em condicdes de campo com maior volume amostral

dos grupos aqui avaliados.
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1. Introduction

ABSTRACT

Visceral leishmaniasis (VL) is a highly neglected disease that is present in several countries worldwide. Present-
day treatments against this disease are unsuitable, mainly due to the toxicity and/or high cost of drugs. In
addition, the development of vaccines is still insufficient. In this scenario, a prompt VL diagnosis was deemed
necessary, although sensitivity and/or specificity values of the tests have been. In this context, new antigenic
candidates should be identified to be employed in a more precise diagnosis of canine and human VL. In this light,
the present study evaluated the diagnostic efficacy of the Leishmania infantum pyridoxal kinase (PK) protein,
applied in its recombinant version (rPK). In addition, one specific B-cell epitope derived of the PK sequence was
predicted, hetized, and eval d as di ic marker. Results in ELISA tests showed that the antigens were
highly sensitive to VL identification in dogs and human sera, presenting a low reactivity with VL-related disease
samples. The recombinant A2 (rA2) protein and L. infantum antigenic preparation (SLA), used as controls, also
proved to be highly sensitive in detecting symptomatic cases, although a low sensitivity was found when
asymptomatic sera were analyzed. High cross-reactivity was also found when these antigens were evaluated
against VL-related disease samples. The post-therapeutic serological follow-up showed that anti-rPK and anti-
peptide IgG antibody levels decreased in significant levels after treatment. By contrast, the presence of high
levels of the anti-rA2 and anti-SLA antibodies was still detected after therapy. In conclusion, rPK and its specific
B-cell epitope should be considered for future studies as a diagnostic marker for canine and human VL.

clinical manifestations of disease depend mainly on the infecting
parasite species, genetic background, and immunologic status of

Leishmaniasis is a disease complex caused by protozoan parasites of mammalian hosts. Humans and dogs are reservoirs for Leishmania vis-
the Leishmania genus, which occurs in 98 countries worldwide, with cerotropic species, where the disease is an endemic zoonosis [2,3].
nearly 380 million people exposed to the risk of infection [1]. The Visceral leishmaniasis (VL) is an important public health problem in
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ARTICLEINFO ABSTRACT

The treatment against visceral leishmaniasis (VL) presents problems, mainly related to the toxicity and/or high
cost of the drugs. In this context, a rapid and precise diagnosis of the disease should be performed, mainly to
treat patients as soon as possible, aiming to reduce the treatment time and the toxicity of the therapeutics. In the
present study, the diagnostic role of an amastigote-specific Leishmania protein was evaluated in the canine and
human VL. Results showed that the recombinant protein (called rLiHyJ) and one specific B cell epitope (called
PeptJ) predicted from protein sequence presented high sensitivity and specificity values to diagnose canine and
human disease, showing also a low reactivity against cross-reactive samples. The rA2 protein and a parasite
antigenic extract showed variable sensitivity and/or specificity values in the ELISA experiments. A prognostic
evaluation of protein and peptide in the human VL indicated that specific IgG antibodies significantly decreased
after treatment, when compared to be values obtained before therapy. The in vitro immunogenicity using rLiHyJ
in peripheral blood mononuclear cell (PBMC) cultures collected of such patients and healthy subjects suggested
that the protein induced lymphoproliferation and high IFN-y production in the stimulated cells. In conclusion,
although preliminary, results suggest that rLiHyJ and PeptJ could present distinct biotechnological applications
in the canine and human VL.

Keywords:

Visceral leishmaniasis
Hypothetical proteins
Synthetic peptides
Diagnosis

Prognosis
Immunogenicity

1. Introduction (VL), which is fatal if acute and left non-treated [2,3]. In the Americas,

VL is caused by Leishmania infantum species, and dogs are considered
h

are di caused by protozoan parasites of the
genus Leishmania. This disease complex is found in 98 countries in the
world, with 380 million people at risk of contracting the infection [1].
The main clinical manifestations of this disease complex comprise te-
gumentary leishmaniasis (TL), which can evokes since self-limiting le-
sions until ulcerous scars in the patients, and visceral leishmaniasis

important domestic reservoirs of the parasites [4].

The limitations found in the treatment of VL are associated with the
toxicity and/or high cost of the drugs. In addition, there is no a human
vaccine to protect against disease [5]. Also, in the canine disease, the
most of infected animals usually develop the asymptomatic infection,
did not being promptly diagnosed by the clinical exams and laboratorial
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ARTICLEINFO ABSTRACT
Keywords: The control measures against visceral leishmaniasis (VL) include a precise diagnosis of disease, the treatment of
Visceral leishmaniasis human cases, and reservoir and vector controls. However, these are insufficient to avoid the spread of the disease
Amaf‘i" in specific countries worldwide. As a consequence, prophylactic vaccination could be interesting, although no
;’a"'c'"e ; effective candidate against human disease is available. In the present study, the Leishmania infantum amastin
A";T:::éemmy protein was evaluated regarding its immunogenicity and protective efficacy against experimental VL. BALB/c
. mice i ized with sub injections of the recombinant protein with or without liposome/saponin
(Lip/Sap) as an adjuvant. After i ization, half of the animals per group were euthanized and i logical

evaluations were performed, while the others were challenged with L. infantum promastigotes. Forty-five days
after infection, the animals were euthanized and parasitological and immunological evaluations were performed.
Results showed the development of a Thl-type immune response in rAmastin-Lip and rAmastin-Sap/vaccinated
mice, before and after infection, which was based on the production of protein and parasite-specific IFN-y, IL-12,
GM-CSF, and nitrite, as well as the IgG2a isotype antibody. CD4" T cells were mainly responsible for IFN-y
production in vaccinated mice, which also presented significant reductions in parasitism in their liver, spleen,
draining lymph nodes, and bone marrow. In addition, PBMC cultures of treated VL patients and healthy subjects
stimulated with rAmastin showed lymphoproliferation and higher IFN-y production. In conclusion, the present
study shows the first case of an L infantum amastin protein associated with distinct delivery systems inducing
protection against L. infantum infection and d rates an i ic effect of this protein in human cells.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywonrds: Visceral leishmaniasis (VL) is an important public health problem in the world, and control measures are
Visceral leishmaniasis insufficient to avoid the spread of this neglected disease. Dogs are important domestic reservoirs of Leishmania
Dogs 3 3 parasites in countries where VL is a zoonosis, representing a major source of infection between sand fly vectors
Recombm.:mt .Chlmem and humans. In this context, a precise diagnosis of canine leishmaniasis (CanL) could help to reduce the number
Commercial kit o % ¥ 2 et g
Serodingnosts of human cases. Distinct approaches for the diagnosis of CanL have used recombinant proteins in serological
ELISA assays. However, variable results of the antigens have been found, mainly to diagnosis asymptomatic cases. The
present study used bioinformatics to select specific B-cell epitopes of four Leishmania infantum proteins, which
had previously been proven to be antigenic in VL, aiming to produce a novel chimeric protein and to evaluate it
for the diagnosis of CanL. Seven B-cell epitopes were identified and used to construct the chimera, which was
analyzed in a recombinant format through an ELISA assay against a canine serological panel. A soluble Leish-
mania antigenic extract (SLA) was used as an antigen control. Results showed 100 % sensitivity and specificity for
chimera, while when using SLA the values were 26.0 % and 96.4 %, respectively. The performance of chimera
was compared with a commercial kit using asymptomatic and symptomatic dog sera, and the data showed that
no false-negative result was found when the recombinant protein was used. However, when using the com-
mercial kit, 40.0 % and 16.0 % of the false-negative results were found, respectively. In conclusion, the re-
combinant chimera showed an antigenic potential to be evaluated in new studies against a larger serological
panel for the diagnosis of CanL.
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ABSTRACT: The COVID-19 pandemic, caused by the fast J

transmission and spread of severe acute respiratory syndrome
coronavirus 2 (SARS-CoV-2), is currently considered a serious
health problem, requiring an effective strategy to contain SARS-
CoV-2 dissemination. For this purpose, epitopes of the SARS-CoV- Qy e S

2 spike (S) and sucleocapsid (N) proteins were identified by ; 3Pep" e srtiliEs
bioinformatics tools, and peptides that mimic these epitopes were Bioinformatics analysis conjugated

chemically synthesized and then conjugated to superparamagnetic Q} / \

nanoparticles (SPMNPs). Three peptides from S protein and three s o0 eS| | o
from N protein were used as antigens in a conventional enzyme- ”f &/ Sep )\ e ) ‘
linked immunosorbent assay (ELISA) against serum samples from Colorimet
COVID-19-positive patients, or from healthy donors, collected
before the pandemic. Three peptides were effective as antigens in
conventional peptide-based ELISA, achieving 100% sensitivity and specificity, with high accuracy. The best-performing peptides,
p2pS, plpN, and p3pN, were associated with superparamagnetic nanoparticles (SPMNPs) and were used to perform nanomagnetic
peptide-based ELISA. The p2pS—SPMNP conjugate presented 100% sensitivity and specificity and excellent accuracy (area under
the curve (AUC) = 1.0). However, plpN and p3pN peptides, when conjugated to SPMNPs, did not preserve the capacity to
differentiate positive sera from negative sera in all tested samples, yet both presented sensitivity and specificity above 80% and high
accuracy, AUC > 0.9. We obtained three peptides as advantageous antigens for serodiagnosis. These peptides, especially p2pS,
showed promising results in a nanomagnetic peptide-based ELISA and may be suitable as a precoated antigen for commercial
purposes, which would accelerate the diagnosis process.

4 Nanomagnetic

7 i peptide-based ELISA

\\ Sera sarnples(
)

Peptide synthesis  Synthesis of SPMNPs == 5( ng:gg‘;:‘c

KEYWORDS: superparamagnetic nanoparticles, peptide, COVID-19, serodiagnosis, antigens, SARS-CoV-2

1. INTRODUCTION to the virus, as well as the determination of heterogeneity and
the duration of humoral immune response. The early detection
of the infection is decisive as it supports the search for more
appropriate therapies.['

The diagnostic methods to detect SARS-CoV and Middle
East respiratory syndrome coronavirus (MERS-CoV), a virus
that presents a high structural similarity with SARS-CoV-2, are
based on spike (S) and nucleocapsid (N) structural proteins.”
The S protein is a SARS-CoV-2 glycoprotein that protrudes

The pandemic caused by the 2019 coronavirus disease
(COVID-19), an infectious disease, is now considered a
major challenge for global health due to high mortality and
morbidity rates." In this sense, the better understanding of the
disease current situation and the development of strategies to
contain the virus spreading is urgently required.” Despite the
significant investment in research, there are no specific clinical
treatments registered for COVID-19 so far. Furthermore, even
considering the best scenario, with vaccines against severe

acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2), part Received: October 15, 2021
of the population may still be infected and develop Accepted: January S, 2022
symptomatology = Published: January 14, 2022

Therefore, diagnosis tests are a good front-line strategy to
recognize infected people and limit the spread of coronavirus.
Serological tests allow the evaluation of the population exposed

© 2022 American Chemical Society httpsy//doi.org/10.1021/acsanm.1c03399
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Abstract: Currently, there is no licensed vaccine to protect against human visceral leishmaniasis
(VL), a potentially fatal disease caused by infection with Leishmania parasites. In the current study,
a recombinant chimeric protein ChimT was developed based on T-cell epitopes identified from
the immunogenic Leishmania amastigote proteins LiHyp1, LiHyV, LiHyC and LiHyG. ChimT was
associated with the adjuvants saponin (Sap) or monophosphoryl lipid A (MPLA) and used to immu-
nize mice, and their immunogenicity and protective efficacy were evaluated. Both ChimT /Sap and
ChimT/MPLA induced the development of a specific Thl-type immune response, with significantly
high levels of IFN-y, IL-2, IL-12, TNF-« and GM-CSF cytokines produced by CD4* and CD8* T cell
subtypes (p < 0.05), with correspondingly low production of anti-leishmanial IL-4 and IL-10 cytokines.
Significantly increased (p < 0.05) levels of nitrite, a proxy for nitric oxide, and IFN-y expression
(p < 0.05) were detected in stimulated spleen cell cultures from immunized and infected mice, as was
significant production of parasite-specific IgG2a isotype antibodies. Significant reductions in the
parasite load in the internal organs of the immunized and infected mice (p < 0.05) were quantified with
a limiting dilution technique and quantitative PCR and correlated with the immunological findings.
ChimT/MPLA showed marginally superior immunogenicity than ChimT /Sap, and although this
was not statistically significant (p > 0.05), ChimT/MPLA was preferred since ChimT/Sap induced
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ABSTRACT
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The diagnosis of leishmaniasis presents problems due to the variable sensitivity and/or specificity of tests. In
addition, high levels of anti-parasite antibodies can remain after treatment, making it difficult to conduct a
prognostic follow-up of patients. In this context, it is necessary to identify new candidates to be examined for the
sensitive and specific diagnosis of the disease. In the present study, four Leishmania proteins, previously shown as
antigenic for tegumentary leishmaniasis (TL), were evaluated, and their linear specific Bcell epitopes were
predicted and used to generate a new gene codifying chimeric protein called ChimB, which was cloned, and the
recombinant version was expressed, purified, and evaluated in ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) to
diagnose TL and visceral leishmaniasis (VL). A total of 220 human serum samples were used, and, when ChimB
was used, results showed sensitivity, specificity, and positive and negative predictive values of 100% for the
diagnosis of both diseases; however, when using peptides, the sensitivity values reached from 28.0% to 57.3%
and specificity varied from 16.3% to 83.7%. A soluble Leishmania extract (SLA) showed sensitivity and specificity
values of 30.7% and 45.9%, respectively. The area under the curve (AUC) value for ChimB was 1.0, while for
synthetic peptides, this value reached between 0.502 and 0.635, whereas for SLA, the value was of 0.589.
Serological assays using sera samples collected before and after treatment showed significant reductions in the
anti-ChimB antibody levels after therapy, suggesting a prognostic role of this recombinant antigen. In conclusion,
preliminary data suggest the use from ChimB as a potential candidate for the diagnosis and prognosis of
leishmaniasis.

1. Introduction

million cases of visceral leishmaniasis (VL) and 0.7 to 1.2 million cases
of tegumentary leishmaniasis (TL) is estimated to occur annually. Over

Leishmaniasis is a neglected disease complex caused by different 90% of VL cases have been registered in Bangladesh, Ethiopia, Brazil,
species of the protozoan parasites of genus Leishmania, which are India, Sudan, and South Sudan. TL is more widespread and occurs in
transmitted by bites of infected sandflies [1]. There are about 20 parasite countries, such as Afghanistan, Algeria, Brazil, Iran, Peru, Ethiopia,
species able to cause disease in humans and an incidence of 0.2-0.4 North Sudan, Costa Rica, Colombia, and Syria [2]. VLis the most severe
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20 proteins were identified, 15 of which have already been described in the literature and 5 of which are hy-
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identified hypothetical proteins. Two peptides were synthesized and tested in ELISA experiments as a proof of
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comparative antigen, a preparation of a Leishmania extract showed sensitivity and specificity values of 75.90%
and 74.88%, respectively. The present study was able to identify proteins capable of being used for the sero-
diagnosis of canine visceral leishmaniasis.

Immunoproteomic
Serological diagnosis

* Corresponding author at: Programa de Pos-Graduagao em Ciencias da Satde: Infectologia e Medicina Tropical, Faculdade de Medicina, Universidade Federal de
Minas Gerais, Belo Horizonte, Minas Gerais, Brazil.
E-mail address: marianaduarte@ufmg.br (M.C. Duarte).

https://doi.org/10.1016/j.actatropica.2023.106865

Received 25 October 2022; Received in revised form 9 February 2023; Accepted 11 February 2023
Available online 12 February 2023

0001-706X/© 2023 Elsevier B.V. All rights reserved.



11.3 DADOS SUPLEMENTARES

11.3.1 Alinhamento e avaliacdo de similaridade entre as sequencias das proteinas
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.
LiHyT (XP_001465138.1) A
Similarity Leishmania
LiHyT KLTSMTPHEFKAICRLfRSEDVMREKRVOATEAQDRDLYARFNHL 263 Similarity
1 KLTSMTPHEFKATCRL|RSEDVMRRRVOATEAQDRDLYARFNHL 263 99, 38%
2 KLTSMTPHEFKAICRL|RSEDVMRRRVOATEAQDRDLYARFNHL 263 99,07%
3 KLTSTAPHEFKAICRL|RSEAVMRRRVOATEAQDRDLYARFNHL 263 86,65%
4 KLTPLTPHEFKAVCRL|RSEATMRRRLOATEAQDRDLYACFNHL 257 83,01%
5 KLTLMTPHKFKAVCRLY RSETVMRRRLOVTEAQDRDLYAHEFNY L 264 71,13%
6 KLTPMTPHKFKAVCRLJ RSETVMRRRLOVTEAQDRDLYAHENY L 182 69,80%
7 KLTLMTPHKFKAVCRL] RSETVMRRRLOVTEAQDRDLYAHENY L 182 69,31%
S e e
N
7
/ ~
/ ~
/ ~ A
/ ~
~
4 ~
/ ~ &
/ ~
~
Similarity Trypanossoma
LiHyT |KLTSMTPHEFKAICRLIRSEDVMRRRVOATEAQDRDLYARFNHLERLKALGKELNERPR 278 Similarity
8 SITNLHPLLOKTYLTINOQOERQKRRSLELKCTNQRDATIYTQRRHNIEYNTILAEMRRATA 283 32,61%
9 SITGLPYSLYKSLVSLYRREGKARGQIVLSHIKHCDSLKMYNNTIATIDNCLKAETAQVIA 283 26,01%
10 SITGLPYSLYKSLVSLYQRREGRARAQIVLSHIKHCESLKMYNNITINNCLKAETAQVIA 277 26,38%
11 SITGLPCSVFQSLVALQRNEAQCREKLLSHHAKQHEFLKTENHRATDHQLKAETAQVTA 2:h:1 25,98%
12 SITGISLVHLKEYFGIJOOEKDORENITHLFOKORKSMKTQRHMOLOKLVHAETIERITQ 281 23,83%
. B
LiHyD (XP_001468360.1)
Similarity Leishmania
LiHyD YYRLLRLQWPELYQQYVDYYVMYYEPLYHPAPSSLSKDDLNGGQQORKHEPLLQOTORAHMORQQPAMPOPGYQPPPPME 253 Similarity
13  YYRLLRLOYPELYQQYVDYYVMYYEPLYHPAPSSLSKDDLNGGQQRKHEPLLOQTQRAHMORQQPAMPQOPGYQPPPPME 254 98,20%
14 YYRLLRLOYPELYKQYVDYYVMYYE PLYHPAPPSLSKDDLNANQPRKHEPSPROTQRAQMOPOQOPVMPOPVH 258 79,75%
15  YYRLLRLOYPELYQQYVDYYVMYYEPLYHPAPSSLSKDNLDAKQPRKHDSLLPKTQWAHMQPQQPVTQQPVYQPPPPME 406 79,28%
16 YYRLLRLOYPELYQQYVDYYQOMYYE PLYYPAPVPPPKDDLRVKEPQK@QLPPPQ—--TSMPPQOPVSPQPVYYPPPVE 256 60,06%
17 YYRLLRLOYPELYQQYVDYYQOMYYE PLYYPAPVPPPKDDLRVKEPQKGQOLPPPQO——-TSMPPQOPVSPQOPVYYPPPVE 256 59,40%
18 YYRLLRLOYPELYQQYVDYYQOMYYEPLYYPAPVPPPKDDLRVKEPQKQPQLPPPO---ISMPPHOPVSPQOPVYYPPPVE] 256 59,13%
********9{****:****** * ok kK **:*** **:* : :* H : * :**. * ok :

Figura 8 — Alinhamento e avaliacdo de similaridade entre as sequencias das proteinas. (A) LiHyT
(XP_001465138.1) e (B) LiHyD (XP_001468360.1). Em (A) os numeros se referem a 1 - L. donovani
(XP_003860346.1), 2 - L. donovani (AYU78285.1), 3 - L. major strain Friedlin (XP_001682758.1), 4 - L. mexi-
cana (XP_003875068.1), 5 - L. guyanensis (CCM15154.1), 6 - L. braziliensis (XP_001564693.1) , 7 - L. pana-
mensis (XP_010698627.1), enquanto 8 - T. grayi (XP_009312053.1) , 9 - T. cruzi CLBrener (XP_816071.1), 10 -
T. cruzi CLBrener (XP_811098.1), 11 - T. conorhini (XP_029225770.1) e 12 - T. theileri (XP_028883154.1). Em
(B) 13 - L. donovani (XP_003864139.1), 14 - L. mexicana (XP_003878557.1), 15 - L. major (XP_001686061.1),
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16 - L. braziliensis (XP_001568093.1), 17 - L. guyanensis (CCM18756.1), 18 - L. panamensis (XP_010702401.1).
Aminoéacidos destacados em vermelho, representam ser acessiveis segundo dados fornecidos pelo IEDB, enquanto
regides sublinhadas representam ser epitopos com alta probabilidade de resposta B segundo dados fornecidos pelo
ABCpred. As sequencias foram alinhadas pelo progrma Clustal Omega.

LiHyV (XP_001462854.1) C

Similarity Leishmania

LiHyV INGASVVSIDTQSSFPITKGAALTVDYGRCERCSSALVSINVPLVVDASSLFRVANCKAVGASNGLLTSAGSI 261
19 INGASVVSIDTQSSFPITKGAALTVDYGRCERCSSALVSINVPLVVDASSLFRVANCKVVGASNGLLTSAGST 261
20 INGASVVSIDTQSSFPITKGAALTVDYGRCERCSSALVSINVPLVVDASSLFRVANCKVVGASNGLLTSAGST 261
21 INGASVVRVDTQSSFPISKGAALAVDYGRCERCSSALVSINVPLVVDASSLFRVANCKVVGASNGLLTSAGST 261
22 TNGASVVRVDAQSSFPVSKAAVLAIDYGRCERCTGALVSINAPLVVDGSSMFRVTNCKAVGASKGLLASAGST 261
23 TNGASVVRVDAQSSFPVSKAAVLAIDYGRCERCTGALVSINAPLVVDGSSMFRVTNCKAVGASKGLLASAGST 261
24 TNGASVVRVDAQSSFPVSKAAVLATIDYGRCERCTGALVSTINAPLVVDGSSMFRVTNCKAVGASKGLLASAGST 313
25 TNGASVVRVDAQSSFPVSKAAVLAIDYGRCERCTGALVSINAPLVVDGSSMFRVTNCKAVGASKGLLASAGST 224

Feokokokook ks ofkdokk g sk ok r sk [k ko kol kb g kb ok gk k | kol s ok ok s ko k

LiHyV NLKGSSTGVAAGQSVPNTLEQSNVIGGGCVINDKELRVASE

RSHGLSVETVVIISOGA! TCANAKCIPGNT 381 Similarity

19 NLKGSSTGVAAGQSVPNTLEQSNVIGGGCVINDKELRVASEYRSHGLSVETVVIFSQGA: TCANAKCIPGNT 381 99,05%
20 NLKGSSTGVAAGQSVPNALEQSNVIGGGCVINDKELRVASEYRSHGLSVETVVSQGASSGTCANAKCIPGNT 381 98,86%
21 NLKGSSTGVAAGQSVPNSLEQSNVIGGGCVISDKELRVASEYRSHGLSVETVVIISQGASSGTCANAKCIPGNT 381 92,43%
22 NLEAPSTGITNQDTLSP-SADSQVIGGGCVIKGVALNTAEVYKSNGLAVTTVVIRQGASGGTCANAKCIPGNT 380 69,43%
23 NLEAPSTGITNQDTLSA-SADSKVIGGGCVIKGVALNTAEVYKSNGLAVTTVVIRQGASGGTCANAKCIPGNT 380 69,23%
24 NLEAPSTGITNQDTLSP-SADSQVIGGGCVIKGVALNTAEVYKSNGLAVTTVVIJRQGASGGTCANAKCIPGNT 432 69,03%
25 NLEAPSTGITNQDTLSP-SADSQVIGGGCVIKGVALNTAEVYKSNGLAVTTVVIIRQGASGGTCANAKCIPGNT 343 68,49%
**:. ***:: s :*:********'_ *__*_ *:*:**:* ER R ****_*************

LiHypNOVA1 (XP_001468385.2

Similarity Leishmania

LiHypNOVAl QAANEKRFLATLOOQRLERRKARVAALVAKTAKMEEAKAKAKAKTEAKVEALAKAEAAAKAEQRHEET IRRRHEQRAARVKV 219
26 QAANEKRFLATLOORLERRKARVAALVAKTAKMEEAKAKAKAKTEAKVEALAKAEAAAKAEQRHEET IRRROEQRAARVKV 219
27 QAANEKRFLTTLQOQRLERRKARVAALVEKTARMEAARAKAKAKAKAEAKMEALAKAEAAAKAEQRHEEATRRRQEQRAARVKV 116
28 QAENEKRFLTTLRQRLERRKARIAALVAKTAKMEEAKAKAKGKAEAKAKSLAQAEATSKAEQRHEETIQRROEQRAARVKA 148
29 QKAREERFAASLORRLERRKARVDALVAKALKAE--——--—, ATAKAKEEALAKAEMSAKADQQJEET IRQRQEQRAARVKG 91
30 QOKAREERFAASLORRLERRKARVDALVAKAVKAE--——--—, ATAKAKEEALAKAEMSAKADOQJEET IRQRQEQRAARVKG 91
31 QKSREERFAASLQRRLERRKARVDALVAKAVKAE—=——-—— ATAKAKEEALAKAEMSAKADQQJEET IRQRQEQRAARVKG 91

ok ‘*:** ::*::********: ok ke *: : * .‘::** ::**:** ::**:* **:*::*:********

LiHypNOVAl ATDVPSAAPVEAVDEAEAAASAVQEARAAEELLPSPSQPRRLAAADLEELASAHEDFVAHLEKAKEHT 420 SimildriLy
26 ATDVPSAAPVEALDEAEAAASAVQEARAAEELLPSPSQPRRLAAADLEELASAHEDFVAHLEKAKEHT 420 98,91%
27 PTDVPSAASVEALDEAAAATSAVQEASAADELLPSPSQSRRLAAADLEELASAHEDFVAHLEKAKEHA 317 87,29%
28 TRDVPSAARVOQALDEPAATTSTVQEAYAAEELLPSPSQPRRLAAADLEELASAHEDFVAHLEKAKEHT 349 78,44%
29 TTDVSTAAPVEAVEEAVATMSEVQEVRVDAELPPSPPNPLSSATAEPKELASAHEYFVAHLEKAKEHT 292 55,82%
30 TTDVSTAAPVEAVEEAVSTMSEVQELRVDAELPPSPPNPLSSATAEPKELASAHEDFVAHLEKAKEHT 292 56,12%
31 TTDVSTAAPVEAVEEAVATMSEVQELRVDAELPPSPPNPLSSATAEPKELASAHEDFVAHLEKAKEHT 292 56,12%

* * :** *:*::k s * L 4 5 . * % * Kk ok *:*: :****k** ***********:

Figura 9 — Alinhamento e avaliagdo de similaridade entre as sequencias das proteinas (C) LiHyV
(XP_001462854.1) e (D) LiHypNOVA1 (XP_001468385.2).

Em (C) 19 - L. donovani (AYU75793.1), 20 - L. donovani (XP_003858079.1), 21 - L. major (XP_888528.1), 22-
L. braziliensis (SYZ62586.1), 23 - L. panamensis (XP_010703666.1), 24 - L. braziliensis (XP_001561707.1), 25
- L. braziliensis (SYZ62584.1). Em (D) 26 - L. donovani (XP_003864163.1), 27 - L. major (XP_001686087.1),
28 - L. mexicana (XP_003878581.1), 29 - L. braziliensis (XP_001568117.1), 30 - L. guyanensis (CCM18782.1) e
31-L. panamensis (XP_010702426.1). Amino&cidos destacados em vermelho, representam ser acessiveis segundo
dados fornecidos pelo IEDB, enquanto regides sublinhadas representam ser epitopos com alta probabilidade de
resposta B segundo dados fornecidos pelo ABCpred. As sequencias foram alinhadas pelo progrma Clustal Omega.
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11.3.2 Sequéncia linear da proteina quimera

CHIMERA
LiHypNOVA1 LiHyD LiHyT LiHyT
[__EETIRRRHEQRAARVKY | PT |- GG | PELYQQYVDYYVMYYE| P3 [ GG | KLTSMTPHEFKAICRL| p1 |-~ GG -| RvaATEAGDRDLYARF P2 I’D
N -
) « < -—— < < -—
Terminal C ,T‘ ,—‘Lin
GG  EPLLQQTQRAHMORQQPAMPQPGYQPPPPM P4 |- GG ‘|53FP‘TKGAALTVDYGRGE P6 |— GG -
—— -— ——
C LiHypNOVA1 LiHyV
| PRRLAAADLEELASAHEDFVAHLEKAKER P8 | GG | saeassarcanakcipent | ps | Tegn;nal

Figura 10 - Sequéncia linear da proteina quimera. Esta representado a sequéncia de aminoacidos e ordem dos
peptideos de cada proteina, conforme alocados na nova proteina quimera.

11.3.3 Confirmacéao dos epitopos com provavel resposta celular do tipo B

EPITOPIC REGIONS Predicted B-cell epitope
i § . i R § . . 1.00
R TR AFQRAARY KGDRLY QU Y Y YYM Y GG T TEHT PHE FIAT CRLGORVGATRA QDR DL Y ARFGGR ARV QRGP (Y QD PP G5 il PRI AARILER TASAHFD AR LEKAKRRC ANAKCT PG
[~ e | = 0.95
I @
B - S 090
prr— F i
1 .J'SHHHH”«HZM.I
Le0EyDy vmy o) — 085
0.80-— T T T

FUTY VMY YROCRTTS

T T T
Nk B AR

| RO YONCE AN

Epitopes

Figura 11 — Confirmacéo dos epitopos com provavel resposta celular do tipo B. Esta sendo demonstrado a confir-
macao pelo ABCpred de que os peptideos se mantiveram como epitopos de células B, com score a partir de 0.85
mesmo quando alocados em diferentes posi¢des das de origem, na entdo nova proteina.



11.3.4 Caracteristicas fisico e quimico da proteina quimera

CHIMERA PROTEIN CHARACTERIZATION
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A

Physical Chemical Characteristics

Iso-electric point
(p)

Molecular weight

(MW) Estimated half-life

Aliphatic index

30 min (yeast, in vivo).

19226.38 g/mol pH 8.1
>10 hours (Escherichia coll,

in vivo).

54.80

B

Hydropathy

Hopp & Woods

L ALATAL

Top is hydrophilic
Bottom is hydrophohic

Color codes: Basic

L L

Polar

Figura 12 — Caracteristicas fisico e quimicas da proteina quimera. Em (A) demonstra os parametros fisicos e qui-
micos da proteina quimera, incluindo célculos massa molecular, ponto isoelétrico, meia-vida estimada e indice
alifatico fornecidos pela ferramenta ProtParam. Em (B) representa a solubilidade da proteina quimérica, fornecida

pelo servidor PepCalc.

11.3.5 Gel SDS-PAGE da proteina quimérica.

MW
(kDa)
~170 -
~130 -
~100 -
~70 - ‘.-
~55 -
~40 -
~35 -

MW  Pre FT W1 W2 E1 E2 E3 E4 E5

~25 -

~15 - *

~10 -

~19 kDa Chimera

Figura 13 - Gel SDS-PAGE da proteina quimérica. Um gel de poliacrilamida SDS-PAGE 12%, com as amostras
da proteina quimérica foi obtido dos ensaios de expressdo e purificacdo, sendo submetidas a eletroforese de sepa-
racao. E possivel observar que a proteina quimérica (19,2 kDa) foi purificada, passando por duas lavagens e cinco

eluicdes.
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11.3.6 Soros humanos utilizados no estudo

Soros humanos (n) amostral
LV 45
LV/HIV 25
LC 25
LM 30
Individuos saudaveis area endémica 45
Doengas de Chagas 40
Tuberculose 10
Malaria 10
Hanseniase 20
Aspergilose 15
HIV 20
Pacientes LV (antes e apos 6 meses de tratamento) 6
Pacientes LT (antes e ap0s 6 meses de tratamento) 15

Figura 14 - Soros humanos utilizados no estudo. Representa o (n) amostral que foi utilizado como plataforma de
soros para 0s ensaios de ELISA frente a todos os antigenos desenvolvidos.



