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RESUMO

Leishmanioses sao doencas infecciosas negligenciadas que acarretam seérios
problemas de saude publica. Podem ser classificadas em duas categorias:
leishmaniose tegumentar (LT) e leishmaniose visceral (LV); cada uma com
manifestacbes clinicas especificas. Em areas onde a LV é uma zoonose, cédes
domésticos desempenham importante papel de reservatério do parasito Leishmania,
contribuindo para a transmissdo entre o vetor flebotomineo e mamiferos. O
diagndstico da LV ainda representa um desafio, seja pela dificuldade de diferenciacéo
clinica ou pela variagdo na sensibilidade e especificidade dos testes. Nesse sentido,
0 presente estudo utilizou a bioinformética para selecionar epitopos lineares
especificos de células B de quatro proteinas de Leishmania infantum, que foram
previamente demonstradas como antigénicas para LV, com o objetivo de produzir uma
nova proteina quimérica e avalid-la no diagndstico da LV canina (LVC). Sete epitopos
de células B foram preditos e usados para construir a quimera chamada “B1”, que foi
produzida e avaliada sob a forma recombinante por ELISA contra painel sorolégico
canino. Resultados mostraram que a quimera Bl apresentou O6timos valores de
sensibilidade e especificidade para diagnéstico da LVC. Em adi¢ao, o estudo também
selecionou epitopos especificos de células B de proteinas identificadas em L. infantum
e L. braziliensis para geracéo de outra quimera chamada “B2”, no intuito de avalia-la
no diagnostico da LV e LT humana. Experimentos de ELISA usando painel sorolégico
humano mostraram também elevados valores de sensibilidade e especificidade no
diagnéstico de ambas as doencas. Em concluséo, os achados preliminares permitem
sugerir que as quimeras B1 e B2 possuem potencial antigénico para o diagnéstico da
leishmaniose canina e humana. Estudos adicionais sdo necessarios para avaliar as
guimeras frente a condi¢cdes de campo e em outras plataformas diagnoésticas de teste

rapido.

Palavras-chave: leishmaniose visceral, ELISA, diagndstico, quimera recombinante,

sensibilidade, especificidade.



ABSTRACT

Leishmaniases are neglected infectious diseases that causes serious public health
problems. This disease complex can be classified into two main clinic categories:
tegumentary leishmaniasis (TL) and visceral leishmaniasis (VL); each one with specific
clinical manifestations. In areas where VL is a zoonosis, domestic dogs play an
important role as reservoir for the Leishmania parasite, contributing to transmission
between the phlebotomine vector and mammals. The diagnosis of VL remains a
challenge, either due to the difficulty of clinical differentiation or to the variable
sensitivity and specificity of the tests. In this context, the present study, we used
bioinformatics to select specific linear B cell epitopes of four Leishmania infantum
proteins, which were previously showed to be antigenic for VL, with the aim of
producing a new chimeric protein and evaluating it for the diagnosis of canine VL
(CVL). Seven B cell epitopes were predicted and used to construct the chimera called
“B1”, which was produced and evaluated in a recombinant format by ELISA against a
canine serological panel. Results showed that chimera Bl presented excellent
sensitivity and specificity values for the diagnosis of CVL. In addition, the study also
selected specific B cell epitopes from L. infantum and L. braziliensis proteins for the
generation of another chimera called “B2”, with the aim of evaluating it for the diagnosis
of human leishmaniasis. ELISA experiments using a human serological panel showed
high sensitivity and specificity values for the diagnosis of both TL and VL. In conclusion,
preliminary findings suggest that chimeras B1 and B2 have antigenic potential for the
diagnosis of canine and human leishmaniasis. Additional studies are needed to
evaluate the chimeras under field conditions and in other rapid test diagnostic

platforms.

Keywords: visceral leishmaniasis, ELISA, diagnosis, recombinant chimera,

sensitivity, specificity.
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1. INTRODUCAO

As leishmanioses sédo doencas infecto-parasitarias causadas por parasitos
protozoarios do género Leishmania, que estdo entre as principais doencas
negligenciadas em paises em desenvolvimento (PAHO, 2024). Com mais de 20
espécies do parasito conhecidas por causar leishmanioses (Grimaldi e Tesh, 1993),
elas sdo amplamente distribuidas em varias regiées do mundo, incluindo paises das
Américas do Sul e Central, Africa, Asia e Europa (PAHO, 2024). As leishmanioses
podem ser classificadas em dois grandes grupos clinicos: a leishmaniose tegumentar
(LT), cuja forma clinica mais comum € a leishmaniose cutanea (LC); e a leishmaniose
visceral (LV) (Da Silva, et al., 2017; Moosavian et al., 2019; Figueiredo et al., 2022).

Estimativas da Organizacdo Mundial da Saude (OMS) indicam que mais de 1
bilhdo de pessoas vivem em areas endémicas, com 50.000 a 90.000 novos casos de
LV sendo registrados anualmente, dos quais apenas 25% a 45% séo relatados. Para
a LT, os numeros variam de 60.000 a 1 milhdo de novos casos anuais (WHO,2024).
Nesse contexto, as leishmanioses sao consideradas enfermidades emergentes, com
sintomas que variam de lesGes cutaneas Unicas a manifestacdo visceral e fatal da
doenca (MSF, 2023; OMS, 2023).

Em relacdo ao parasito causador, este possui ciclo de vida dimérfico, ou seja,
se apresenta sob duas formas morfologicas distintas: amastigota e promastigota
(Sacks e Kamhawi, 2001; Sacks e Sher, 2002). Além disso, sdo heteroxénicos,
oscilam os estagios de vida entre hospedeiros mamiferos e invertebrados (Quinnell e
Courtenay, 2009; Roque e Jansen, 2014). Ressalta-se que o principal reservatorio
urbano do parasito é o cdo, e por existir uma relacdo direta entre a incidéncia de
leishmaniose nesses animais e no homem, o controle da doenca necessita de um
diagnéstico precoce e eficaz, para que medidas cabiveis possam ser executadas.
Geralmente, o diagndstico é realizado pela combinacéo entre a avaliacdo dos sinais
clinicos com exames laboratoriais, tais como testes soroldgicos, parasitolégicos
convencionais e moleculares (Larois, et al., 2021).

Diante dos desafios apresentados pelas formas clinicas das doencas, o
diagnéstico precoce e eficaz € fundamental (OMS, 2024). Com relacéo ao diagnostico
da LV canina (LVC) no Brasil, o Ministério da Saude protocolou, por meio da da Nota
Conjunta de 01/2011, o uso do teste imunocromatografico Dual Path Platform (DPP)
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como uma ferramenta de triagem inicial. Para a confirmag&do do digndstico, o ensaio
imunoenzimatico (ELISA) é utilizado (Souza-Filho et al., 2016).

No caso das formas de leishmaniose humana, o diagnostico segue abordagens
diferentes. Para LT, deve ser realizado o diagndstico parasitolégico (Brasil, 2023),
uma vez que no sorodiagndstico pacientes geralmente apresentam baixos niveis de
anticorpos antileishmanial, principalmente aqueles que desenvolvem a LC. Como
consequéncia, baixa sensibilidade é encontrada quando testes imunoldgicos sao
aplicados nestes casos (Romero et al., 2005; Fagundes-Silva et al., 2012). Por outro
lado, para o diagndstico da LV, o Sistema Unico de Sauide (SUS) disponibiliza
principalmente duas técnicas: o diagndéstico parasitoldgico e o imunoldégico, utilizando
testes como a reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) e imunocromatografia.
Essas metodologias sdo amplamente utilizadas em unidades de salde publica para
detectar a forma visceral da doenca. De outra forma, os testes moleculares, como a
reacdo em cadeia da polimerase (PCR), embora mais sensiveis, ndo sdo amplamente
disponiveis no SUS, sendo limitados a laboratérios de referéncia e centros
especializados (Fiocruz, 2022; Brasil, 2023).

A técnica de ELISA, por sua vez, é a mais comumente aplicada dentre os
exames laboratoriais, embora a sensibilidade e especificidade dependam do antigeno
utilizado. Uma vantagem é o fato da técnica ser de facil execucédo e possibilitar a
avaliacdo de diversas amostras ao mesmo tempo (Elmahallawy et al., 2014). Existe
um teste no Brasil baseado em extrato antigénico soluvel de Leishmania (SLA) de
Leishmania major, o kit EIE-CVL® (EIE-Leishmaniose-Visceral-Canina) produzido
pela Bio-Manguinhos/FIOCRUZ (Lira, 2005); contudo, a sensibilidade e especificidade
do antigeno usado na técnica ainda precisa ser aprimorada, sugerindo que 0 emprego
de antigenos mais refinados possa oferecer boas perspectivas para o
desenvolvimento do teste (Faria e Andrade, 2012).

A utilizacdo de ferramentas biotecnoldgicas, como a imunoprotedmica, tem
auxiliado na identificacdo de proteinas com potencial para serem usadas na
prevencao e/ou diagnostico das doencas. Posto isso, esta técnica foi empregada por
Nnosso grupo de pesquisa a fim de detectar proteinas do parasito L. infantum atraveés
do seu reconhecimento por anticorpos presentes em amostras de soros de cdes com
LVC sintomética e assintomatica (Coelho et al., 2012), bem como de pacientes com
LT (Duarte et al., 2015).
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Diversas proteinas antigénicas foram identificadas e algumas foram testadas
individualmente para o diagndstico da leishmaniose. Entre essas proteinas, quatro
foram selecionadas por terem tido melhores resultados individuais para compor uma
das quimeras desse estudo, chamada de “B1”. As proteinas escolhidas foram:
proteina hipotética LiHyD (XP_001468360.1) (Lage et al., 2016), proteina “fator
liberador de histamina dependente de IgE”, denominada HRF (XP_001465979.1)
(Coelho et al., 2016), proteina hipotética LiHypl (XP_001468941.1) (Martins et al.,
2013) e a proteina B-tubulina (XP_001468164.1) (Duarte et al., 2015). As sequéncias
dessas proteinas foram analisadas e seus epitopos utilizados para a construcdo da
guimera B1, entdo avaliada no sorodiagnéstico da LVC.

Por outro lado, a quimera B2, usada no diagnostico da LT e LV contra um painel
sorolégico humano, foi construida a partir das seguintes proteinas: proteina hipotética
(XP_001568689.1); enolase (XP_001563419.1); triparedoxina peroxidase
(XP_001563558.1) (Duarte et al., 2015) e proibitina (XP_001568126.1) (Rodrigues et
al., 2019). As proteinas enolase e triparedoxina oxidase foram selecionadas em L.
braziliensis por uma abordagem imunoprotedbmica realizada por Duarte e
colaboradores (2015), enquanto a proteina proibitina foi provinda de um estudo de
imunoprotedmica realizada por Coelho et al., 2012.

Vale ressaltar que, com vista em uma melhora na eficacia dos testes
diagnésticos, as construcbes de proteinas quiméricas apresentam vantagens em
relacdo ao uso das proteinas individuais, ja que essas moléculas sdo formadas por
multiepitopos pré-selecionados de células B, especificos de diferentes proteinas do
parasito, nos quais se eliminam epitopos com reatividade cruzada ou pouco
especificos (Boarino et al., 2005). Assim, almeja-se que uma proteina quimérica seja
capaz de melhorar a sensibilidade e especificidade de um teste, uma vez que pode

eliminar a presenca de epitopos indesejados (Santos et al., 2020).


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/peroxidase
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/prohibitin
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Leishmanioses no seu contexto epidemioldgico

As leishmanioses constituem um grave problema de saude publica no
continente Americano, caracterizadas por sua magnitude, ampla distribuicdo
geografica e morbimortalidade, além de estarem entre as dez doencas infecciosas
mais negligenciadas e que afetam, principalmente, a populacdo mais carente e com
menos acesso aos servicos de saude (Alvar et al., 2006; Alvar et al., 2012; WHO,
2024). Globalmente, estima-se que mais de 12 milhdes de pessoas estejam
infectadas. Atualmente, 99 paises sdo endémicos para a doenca, sendo 89 para
leishmaniose cutanea, 80 para leishmaniose visceral e 71 endémicos para ambas as
formas clinicas, LT e LV (WHO, 2024).

As leishmanioses sdo causadas por diferentes espécies de Leishmania nas
regides das Ameéricas, fator que influencia nas manifestacées clinicas, na gravidade
da doenca, na exatiddo do diagnostico (Romero et al., 2010; Fernandez et al., 2014)
bem como na resposta ao tratamento (Gonzalez et al., 2009; Reveiz et al., 2013). No
Continente Americano, a forma mais comum da doenca € a LC, que esté associada
a 15 espécies do parasito como agentes causadores, correspondendo a
aproximadamente 90% dos casos de leishmaniose. Essa forma é endémica em 18
paises e possui uma meédia de aproximadamente 54.000 novos casos por ano
(OPAS, 2020; OPAS 2022).

Outras formas clinicas de LT, como a disseminada (principalmente causada por
L. braziliensis) e a cutanea difusa (principalmente causada por L. amazonensis e L.
mexicana), apresentam maiores desafios no tratamento e frequentemente resultam
em recidivas (OPAS, 2020). A distribuicdo é predominante na Regido Andina, que
representa 43% dos casos, seguido pelo Brasil com 37%, América Central com 18%
e o restante distribuido no Cone Sul, Caribe nédo latino e México. Entre os paises
endémicos, aproximadamente 76% dos casos ocorrem no Brasil, Colémbia,
Nicardgua e Peru (OPAS, 2019; OPAS 2022). A forma mucosa, mais comumente
causada por L. braziliensis, L. panamensis e L. guyanensis, representa cerca de 4%
dos casos de LT nas Américas e € uma forma clinica grave passivel de levar a
incapacidades impactantes se ndo diagnosticada e tratada de forma prévia (OPAS,
2020; OPAS 2022).
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Por outro lado, a leishmaniose visceral é a forma mais grave da doenca, e
pode levar & morte até 95% dos individuos n&o tratados (MSF, 2023). E endémica
em 13 paises das Ameéricas, com uma media de 3.500 casos por ano, dos quais 96%
dos casos foram notificados no Brasil. Adicionalmente, a propor¢édo de casos
coinfectados por HIV-LV tem aumentado a cada ano, chegando a 11% em 2019 e
ocupando posicao de maior taxa desde 2012 (OPAS, 2020; OPAS 2022).

Em suma, a LC apresenta distribuicdo mundial, com 205.986 novos casos
relatados a OMS em 2022. Paises como Afeganistao, Argélia, Brasil, Colémbia, Ird,
Iraque, Peru e Republica Arabe Siria notificaram mais de 5.000 casos de LC, juntando
no total 175.733 dos casos, 0 que corresponde a cerca de 85% dos casos globais
(Figura 1). Por outro lado, nesse mesmo ano, foram notificados 12.842 novos casos
de LV, com Brasil, Quénia, Sudao do Sul e Sudéo relatando mais de 1.000 casos
individualmente, equivalendo a aproximadamente 68% dos casos globais (Figura 2)
(WHO, 2023).

Numero de casos de LC reportado em 2022

[ 0 casoe raportades

1 <100

[ 100-999 [ nenhum caso autdcnons raatado
B 10004993

. 5000 3 sem aados

[ a0 aphcaval

Figura 1: Namero de casos de LC reportados em 2022. Adaptado de WHO, 2023.
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Numero de casos de LV reportado em 2022
I 0 casos reportsdos

3 <100

I 1004339 [ nsnnum caso sutoctons notimcato
I 500-939 =0 nenhum dado

I =000 [ H2o s2 aplica

Figura 2: Numero de casos de LV reportados em 2022. Adaptado de WHO, 2023.

Quanto a LV zoondtica, os caes sao 0s principais reservatorios urbanos do
parasito L. infantum, agente etiolégico da LVC, desempenhando um papel essencial
no ciclo de transmissdo para outros seres vivos (Seva et al.,, 2016; Rocha et al.,
2018). E importante destacar que existem milhdes de cées infectados na América do
Sul e, especialmente no Brasil e na Venezuela, a taxa de infeccdo é
significativamente maior (Silva et al., 2021).

Diante desse cenario, a LVC requer atencdo especial das autoridades
competentes, principalmente por apresentar maior prevaléncia em relacdo a doenca
humana e por haver uma correlagdo direta entre o nimero de caes infectados e o
aumento da incidéncia da doenca em humanos, sugerindo um maior risco para
disseminagdo (Costa et al., 2018; Ribeiro et al., 2018). Além dos fatores citados,
deve-se considerar a existéncia de muitos animais assintomaticos vivendo em areas
endémicas da doenca, o que pode potencializar a transmissao vetorial para novos
hospedeiros (Marzochi et al., 1985; Duprey, et al., 2006).

A propagacao da doenca também se deve a migracao de cées infetados para
zonas ndo endémicas, bem como a migracdo de cdes saudaveis para zonas

endémicas da doenca, facilitando a continuacdo do ciclo do parasito (Arias et al.,
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1996). Além disso, outros fatores facilitadores, incluem mudancgas climaticas que
podem favorecer a ocorréncia do vetor transmissor da doenca em determinados
periodos (Mendes et al., 2016; Adegboye et al., 2019). Vale ressaltar, que no Brasil,
a vacina desenvolvida para a LVC é a Leish-Tec®, composta pela proteina
recombinante A2 (Fernandes et al., 2008).E a Gnica vacina licenciada com intuito de
imunizar caes contra a doenca; entretanto, a comercializacdo da mesma foi suspensa
em 2023 pelo Ministério da Agricultura e Pecuaria (MAPA) devido a intercorréncias no
produto (MAPA, 2023), fortalecendo a necessidade de novos estudos visando a
melhoria da eficacia e a descoberta de novos candidatos vacinais para protecao
contra a LVC (Matias et al., 2020).

2.2 Etiologia do parasito Leishmania

As leishmanioses sdo doencas vetoriais causadas por parasitos protozoarios,
pertencentes ao Sub-reino Protozoa, Filo Sarcomastigophora, Ordem Kinetoplastida,
Familia Trypanosomatidae e ao género Leishmania. O vetor transmissor é um inseto
da Ordem Diptera, Familia Psychodidae, Sub-Familia Phlebotominae, pertencente
aos géneros Phlebotomus, em paises do velho mundo e Lutzomyia nas Américas.
Ressalta-se que os habitos hematdéfagos sdo exclusivos das fémeas do vetor, ja que
0os machos sdao fit6fagos, e por isso apenas as fémeas sao capazes de disseminar a
doenca (Grimaldi e Tesh, 1993).

Com relacéo aos parasitos Leishmania spp., estes sao ditos heteroxénicos, ou
seja, oscilam os estagios de vida entre hospedeiros mamiferos e invertebrados.
Destacam-se, entre os mamiferos, uma ampla variedade de espécies hospedeiras,
tais como cdes domésticos, gatos, coelhos e, também, animais silvestres, como
raposas e marsupiais (Quinnell e Courtenay, 2009; Roque e Jansen, 2014). Ainda
nesse contexto, esses protozodrios apresentam comportamento dimorfico, isto é, as
fases do ciclo de vida do parasito determinam suas estruturas morfolégicas, sendo a
forma movel, extracelular e flagelada, denominada promastigota, e a forma
intracelular, denominada amastigota (MINISTERIO DA SAUDE, 2014).

As formas promastigotas sdo aquelas encontradas no trato gastrointestinal do
inseto vetor, que se caracterizam pelo formato losangular adelgacado, medindo de 10
a 15 pm, e por possuirem um flagelo longo e Unico na sua extremidade, que &

responsavel pela motilidade do parasito. Ademais, possuem estrutura mitocondrial
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caracteristica, o cinetoplasto, localizado entre a por¢cdo anterior e o nucleo (Sacks e
Kamhawi, 2001; Sacks e Sher, 2002; Aguiar e Rodrigues, 2017).

Por outro lado, as amastigotas sdo arredondadas, medindo de 3 a 6um de
diametro e possuem flagelo interiorizado. O cinetoplasto possui formato de bastéo e
detém uma quantidade significativa de DNA extracelular. Além disso, a multiplicacao
ocorre nos vacuolos parasitoforos, no interior do sistema fagocitico mononuclear dos
mamiferos (Sacks e Kamhawi, 2001; Sacks e Sher, 2002; Aguiar e Rodrigues, 2017).

2.3 Ciclo bioldgico do parasito Leishmania

Um elemento importante na epidemiologia das leishmanioses € o inseto vetor,
pois as fémeas dos flebotomineos requerem sangue para a ovulacdo e
desenvolvimento dos ovos. Desse modo, ao realizarem o repasto sanguineo, 0s
parasitos podem ser transmitidos do inseto infectado para os hospedeiros
mamiferos, podendo esses parasitos estarem como amastigotas livres no sangue ou
em fagocitos infectados (Pessoa e Martins, 1988; Medeiros et al., 2005; Bates, 2007).
Essas células, ao chegarem no intestino do inseto, rompem-se e liberam os parasitos
gue posteriormente convertem-se nas formas promastigotas prociclicas e entao,
deslocam-se até o trato digestério médio e anterior do flebotominio, onde sofrem um
processo de multiplicacdo e diferenciagcdo em promastigotas metaciclicas. Essa
nova forma infectiva do parasito passa a colonizar glandulas salivares do vetor,
permitindo que este infecte outros hospedeiros mamiferos (Pessoa e Martins, 1988;
Medeiros et al., 2005).

Ao realizar um novo repasto sanguineo, o flebotomineo infectado, inocula junto
a saliva, formas promastigotas metaciclicas na derme do hospedeiro mamifero. Em
seguida, algumas células como os neutréfilos, monécitos e macréfagos, migram para
o local da infeccdo, passando a fagocitar as formas promastigotas, que uma vez
dentro dos fagolisossomos se diferenciam em amastigotas e estas, por sua vez,
iniciam um processo de sussesivas divisdes binarias (Handler et al., 2015; Rios et al.,
2022). Uma vez que os macréfagos estdo densamente parasitados, sofrem
rompimento e liberam as amastigotas que podem parasitar outros macrofagos e dar
seguimento a doenca no hospedeiro, ou ser novamente ingerido por vetores
flebotomineos, concluindo o ciclo biologico do parasito Leishmania (Figura 3) (Sheikh
et al., 2020).
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Figura 3: Ciclo de vida do parasito Leishmania spp. 1. Inoculacdo de formas
promastigotas metaciclicas na derme do hospedeiro mamifero através do repasto
sanguineo pela fémea do flebotomineo. 2 e 3. Fagocitose dos parasitos por
macroéfagos, onde ocorre a diferenciacdo em amastigotas. 4. Multiplicacéo e lise da
célula hospedeira com consequente liberacéo das formas amastigotas. 5 e 6. Infeccéo
do inseto vetor fémea durante o repasto sanguineo em um hospedeiro infectado
através da ingestdo de formas amastigotas ou células parasitadas. 7. Formas
amastigotas se diferenciam em promastigotas no trato digestério médio do inseto
vetor. 8. Replicacdo e diferenciacdo em promastigotas metaciclicas, migracao para a
probdscide do inseto (Adaptado de Sheikh et al., 2020).

2.4 Manifestacgdes clinicas das leishmanioses

A apresentacao clinica da leishmaniose é diversa e a patogénese pode ser
definida por caracteristicas relacionadas ao hospedeiro, tais como fatores genéticos
e imunoldgicos, juntamente aliados a fatores do parasito, como a viruléncia da
espécie infectante e composicao salivar dos vetores (Kane e Mosser, 2001; Sharifi et
al.,2017). Como resultado dessa interacdo, pode ocorrer o desenvolvimento da
doenca nas formas assintomaticas até as diferentes formas clinicas. Desse modo,
de acordo com as manifestacdes clinicas, as leishmanioses podem ser divididas em

duas grandes categorias: a leishmaniose tegumentar, que engloba as formas
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cutanea (LC), cutanea disseminada (LCDs), cutanea difusa (LCD) e mucosa (LM); e
a leishmaniose visceral (Kevric et al., 2015; Scorza et al., 2017; Burza et al., 2018).

Salienta-se que a forma mais difundida da doenca é a leishmaniose
tegumentar, listada pela Organizacdo Mundial da Saude como uma das seis doencgas
infecciosas mais importantes devido a elevada distribuicdo geogréfica e a capacidade
em gerar deformidades (SES, 2023). Das formas citadas, a LC € a mais comumente
encontrada entre os pacientes com LT. Trata-se de uma doenca com uma ampla gama
de sintomas, que véao desde lesbes de cura espontanea até lesbes abertas, podendo
comprometer a pele e gerar desfiguragdes. Durante o processo de cura clinica, as
Ulceras deixam cicatrizes permanentes, o que acarreta um impacto psicolégico, com
consequente despertar de doencas como depressado e ansiedade, ocasionando uma
perda da qualidade de vida dos individuos acometidos (da Silva, et al., 2017;
Moosavian et al., 2019; PAHO, 2024).

A LCDs, por sua vez, se caracteriza pela presenca de lesbes multiplas ndo
ulcerativas disseminadas pelo corpo, acometendo face, tronco e membros. As lesbes
podem se apresentar de forma simultanea e frequentemente com uma distribuicdo
simétrica. Sua infeccdo € comumente associada aos pacientes imunossuprimidos
(Turetz et al., 2002; Ribeiro, et al., 2013). J4 a LCD é uma forma mais rara e grave da
doenca. E caracterizada pelo aparecimento de varias lesdes satélites que podem se
agrupar para formar placas que cobrem grandes areas da pele. Essas lesbes
geralmente sdo nodulares ou papulosas, contém abundante forma amastigota do
parasito e raramente ulceram (Scorza et al.,2017; Aldama et al., 2020). O fato da leséao
se espalhar pelo corpo pode estar relacionado a ineficacia ou auséncia de resposta
celular do sistema imune do hospedeiro (Desjeux, 2004).

Com relacdo a LM, clinicamente se expressa por lesdes destrutivas localizadas
nas membranas mucosas do trato respiratério superior e a forma classica dessa
doenca é secundéaria a uma lesdo cutanea. Frequentemente, pacientes com LM
relatam historico de LC com curso crénico que se resolveu sem tratamento ou com
tratamento inadequado. Em alguns casos, a lesdo da mucosa ocorre por extenséo de
uma lesdo de pele adjacente, e ha também aqueles em que a lesdo se inicia em uma
semimucosa exposta, como o labio. O inicio dos sintomas € insidioso e com pouca
sintomatologia. Em geral, a lesdo é indolor e inicia-se no septo nasal anterior

cartilaginoso, proximo ao introito nasal, sendo de facil visualizacdo. A mucosa nasal €



26

a mais afetada, mas podem estar presentes lesbes de orofaringe, palato, labios,
lingua, laringe e, excepcionalmente, traqueia e vias respiratorias superiores (Brasil,
2017).

Por outro lado, a LV é a forma mais grave da doenca e é frequentemente
causada pelas espécies Leishmania donovani e L. infantum (Torres-Guerrero et al.,
2017). E caracterizada por sintomas como febre e hepatoesplenomegalia, além de
estar associada a deficiéncia nutricional e consequente perda de peso. Alguns
pacientes, por motivos ainda desconhecidos, mas que se acredita estarem
relacionados ao parasito e as respostas imunes efetivas, podem desenvolver a forma
mais grave da doenca, que pode ser fatal se nao for tratada (Fievez, 2019).

As manifestacdes clinicas variam em intensidade e os individuos podem
permanecer assintomaticos por longos periodos de tempo, fator que dificulta o
diagnostico clinico, embora aproximadamente 20% dos pacientes infectados
desenvolvam a forma aguda da doenca. Os sintomas Sao progressivos e as
complicacBes decorrentes do desenvolvimento da doenca sdo responsaveis pelas
elevadas taxas de letalidade (Badar¢ et al., 1986; Gama et al., 2004).

Em se tratando da forma zoondética da doenca, nos casos da leishmaniose
visceral canina, a doenca se desenvolve de forma lenta, tendo inicio insidioso. As
manifestacdes clinicas estdo relacionadas ao tipo de resposta imune do animal,
variando desde uma infec¢gdo sem sintomas até a forma sistémica grave (BRASIL,
2007). Os animais podem apresentar alteracdes dermatoldgicas, linfadenopatia,
hepatoesplenomegalia, perda de peso, uveite, onicogrifose, alopecia e
ceratoconjuntivite (Ettinger e Feldman, 2004). Vale ressaltar que devido ao namero
elevado de casos de LVC no Brasil, os caes se tornaram 0s principais reservatorios
urbanos do protozoario, necessitando de uma atencdo especial das autoridades
competentes e centros de zoonoses (Gramiccia e Gradoni, 2005; Dantas-Torres,
2007).

2.5 Medidas de controle e prevencéao das leishmanioses

A disseminacdao da leishmaniose é sustentada por sistemas sociais e biol6gicos
complexos, que envolvem hospedeiros mamiferos e insetos vetores. Geralmente, o
controle efetivo da transmisséo dessas doencas nao pode ser alcancado apenas por

intervencdes simples, requerendo uma combinacdo de abordagens estratégicas que
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envolvam o controle de vetores e a gestao dos animais hospedeiros (WHO, 2019).
Nesse sentido, a principal finalidade das medidas de prevencdo e controle das
leishmanioses visa interromper o ciclo biolégico do parasito. No entanto, devido a
ampla diversidade de espécies envolvidas, a natureza zoonoética da doenca e a
manutencdo do seu ciclo silvestre, sdo enfrentadas dificuldades para que estas
medidas sejam implementadas de forma eficiente (Tesh, 1995).

Em seres humanos, as estratégias de controle das leishmanioses sao
fundamentadas na detecc¢éo de casos através de um diagndstico preciso e tratamento
efetivo dos pacientes, combinados com medidas de prevencéo a reinfec¢éo, tais como
utilizacao de repelentes pessoais contra insetos e instalacdo de telas protetoras nas
residéncias. Embora essas medidas possam reduzir a transmissdo da doenca, seu
impacto significativo ainda é limitado (Grimaldi e Tesh, 1993; Costa, 2018; WHO,
2019). Por outro lado, para LVC, como os cdes sdo importantes reservatorios
domésticos do parasito, contribuem significativamente para a transmissao entre vetor
e seres humanos. Logo, no controle dessa doenca é fundamental que as autoridades
de saude publica realizem o rastreamento dos caes, por meio da deteccao de sinais
clinicos e testes sorologicos (WHO, 2010; WHO, 2019). Nesse cenario, tanto os
animais sintomaticos quanto os assintomaticos devem ser considerados para agdes
de controle, incluindo a possibilidade de eutanésia, a fim de limitar a propagacao do
parasito. Contudo, tal medida tem enfrentado desafios, uma vez que alguns
proprietarios se recusam a submeter seus animais de estimacao aos testes ou permitir
a eutanasia dos animais doentes. Ademais, € importante levar em conta que nas areas
endémicas ocorre uma rapida reposicao dos animais. Além disso, é fundamental estar
atento a selecdo de tratamentos disponiveis para 0s animais, visto que, em muitos
casos, se mostram ineficazes na reducao do nimero de casos em um determinado
ambiente (WHO, 2010; WHO, 2019).

Dessa forma, essas deficiéncias e obstaculos tém contribuido para a
dificuldade no controle efetivo da LVC, demandando esforcos adicionais no
desenvolvimento de estratégias mais abrangentes e engajamento da comunidade
para o controle e prevencdo da doenca (WHO, 2010; WHO, 2019). Umas das
estratégias que surtem impacto positivo para o controle da LVC é a utilizagdo de
inseticidas topicos ou impregnados em coleiras, bem como a vacinacao profilatica
(Costa, 2018).
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Por sua vez, o controle do vetor, realizado por meio da administragcao de
inseticidas, uso de repelentes e telas de protecdo (Brasil, 2014), é de suma
importancia para interromper a transmissdo da doenca. Esse controle pode ser
realizado através da aplicacdo de inseticidas no ambiente doméstico; entretanto, a
eficicia € influenciada por diversos fatores, como a classe de inseticida utilizada, a
sensibilidade do vetor, o tipo de superficie onde é aplicado, além da dosagem e do
método de aplicacdo empregado. A fim de assegurar a efetividade dessa estratégia,
é imprescindivel seguir procedimentos operacionais padronizados, estabelecer um
bom gerenciamento, implementar uma logistica adequada e garantir supervisao
continua. Desse modo, ao adotar abordagens padronizadas e realizar uma gestao
eficiente, é possivel aumentar significativamente as chances de sucesso no controle
do vetor e, consequentemente, interromper a transmissédo da doenca de forma mais
eficaz (WHO, 2010; WHO, 2019).

Outro ponto é a implementacédo de medidas de saneamento adequado e acdes
de educacdo social que também sdo fundamentais para o controle eficaz das
leishmanioses, complementando o controle dos vetores e dos hospedeiros. Em areas
endémicas, onde a doenca € uma preocupacdo de saude publica significativa, a
eliminacdo de criadouros de flebotomineos por meio de sistemas de saneamento
basico, como o manejo de residuos e o controle da agua parada, pode reduzir
consideravelmente a proliferacdo desses vetores. Ademais, campanhas de
conscientizacao sobre a importancia da higiene, do uso de repelentes e da instalacao
de telas protetoras nas residéncias, séo eficazes para limitar a exposicao ao vetor. A
educacdao social desempenha um papel crucial na mudanca de comportamentos e na
promocao de atitudes que favorecem o controle da doenca. As estratégias de
mobilizacdo comunitaria e o envolvimento local tem mostrado impacto positivo,
garantindo que as medidas de controle sejam mais amplamente aceitas e seguidas,
especialmente em comunidades vulneraveis (Aradjo et al., 2022; WHO, 2022; Gontijo
et al., 2023).

2.6 Tratamento das leishmanioses

2.6.1 Tratamento da leishmaniose humana

O tratamento das leishmanioses depende da espécie do parasito bem como da
imunidade do paciente, sendo que a resposta clinica pode variar com a abordagem



29

terapéutica aplicada, seja pela toxicidade dos farmacos ou pela resisténcia gerada
aos mesmos (Garniere Croft, 2002). Atualmente, os principais medicamentos usados
no tratamento das leishmanioses sdo os antimoniais pentavalentes, a anfotericina B e
sua formulacao lipossomal, a miltefosina, a paromomicina e a pentamidina. Contudo
tais compostos podem apresentar limitagcbes devido a maioria deles poder causar
toxicidade, além da necessidade de administracédo parenteral, fatores que acabam por
dificultar a adesdo do paciente ao tratamento. Além disso, também deve ser
considerado o surgimento de cepas resistentes aos farmacos em questao (Tiwari et
al., 2018; Santiago et al., 2023).

No Brasil, o tratamento € ofertado pelo SUS de forma gratuita e deve ser feito
sob orientacdo médica atrelado a repouso e boa alimentagcdo. A terapia
medicamentosa € realizada com drogas especificas, sendo que tanto para LV quanto
para LT, a substancia de primeira escolha é o antimoniato de N-metil glucamina
(Glucantime®). Além disso, € protocolado pela OMS que a dose do Glucantime® deve
ser calculada em mg/Sh+5/Kg/dia. Em caso de lesbes cutaneas, o tratamento é de 15
mg/Sb+5/Kg/dia por um periodo de 20 dias e para a forma cutanea difusa da doencga
passa para 20 mg/Sbh+5/Kg/dia por 20 dias. J& para lesées em mucosas, recomenda-
se a dose de 20 mg/Sb+5/Kg/dia por um periodo de 30 dias. Ademais, existem outras
opcOes terapéuticas que também estdo disponiveis nos servicos de saude, entre elas
o isotionato de pentamicina e anfotericina B (Secretaria da Saude do Estado da Bahia,
2023).

Por fim, para todas as formas de leishmanioses, o0 objetivo da terapia é garantir
a adesao do paciente bem como a reducdo do desconforto da doenca, amenizando
os sintomas, além de minimizar a ocorréncia de efeitos adversos através de uma
administracdo segura dos medicamentos (Brasil, 2018; Santiago et al., 2023). No
entanto, estudos salientam a insatisfacdo em torno dos farmacos atualmente
disponiveis, considerando principalmente questdes como eficacia, custo, viabilidade
de administracédo e seguranca (Mcgwire e Satoskar, 2014; Hendrickx, 2019; Santiago
et al.,2023).

2.6.2 Tratamento da LVC

Durante muito tempo, uma das medidas adotadas no Brasil para o controle da

LVC era a eutanasia de animais soropositivos (Dantas-Torres et al., 2018; Marcondes
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e Michael, 2019), porém, foi autorizado no pais, em 2016 pelo MAPA, a terapia
medicamentosa para caes com leishmanioses, tendo como medicamento de escolha
o Milteforan®, que ja era anteriormente comercializado para esse fim na Europa. O
Milteforan® é o Unico farmaco sancionado para uso veterinario no Brasil no combate
a doenca. Seu principio ativo € a miltefosina e sua administracéo é por via oral. Para
o tratamento ser implementado, alguns requisitos foram estabelecidos: o animal ser
domiciliado, e o tutor precisa arcar com a terapia em sua totalidade (MAPA, 2016;
Krolow et al., 2023). Além da miltefosina, o tratamento envolve outras opcdes
terapéuticas como 0s antimoniais pentavalentes, anfotericina B, pentamidina e
alopurinol (Brasil, 2022). Esses tratamentos sédo regulados pelo Ministério da Saude e
devem ser escolhidos com base na gravidade da doenca e nas condi¢cdes de cada
animal (Brasil, 2022). Ressalta-se que a escolha do tratamento é muitas vezes feita
de acordo com o protocolo estabelecido pelas autoridades de salde veterinaria do
pais, e deve ser monitorada cuidadosamente, dado que o tratamento tem riscos e
efeitos colaterais.

Nesse contexto, o alopurinol € o medicamento mais comumente utilizado para
o tratamento da LVC e sua agdo ocorre por meio da inibicdo da sintese de DNA e
RNA do parasito, de maneira que impede a multiplicagdo do mesmo e,
consequentemente, reduz a carga parasitaria (Santos et al., 2021). Por outro lado, a
miltefosina age diretamente no parasito causando sua destruicdo. No geral, ela é a
escolha em paises onde ha resisténcia parasitaria aos outros medicamentos (Chagas
et al., 2017; Pacheco et al., 2021).

Farmacos como os antimoniais pentavalentes, pentamidina e anfotericina B
também destroem o parasito agindo diretamente nele, entretanto podem apresentar
efeitos colaterais consideraveis para a saude do animal (Costa et al., 2021; Castro et
al.,, 2021; Maia et al., 2018). Deste modo, a avaliacdo da eficacia do tratamento na
LVC se dé& atravées da reducado da carga parasitéria e pela melhora dos sinais clinicos
dos animais. Todavia, ja foi demonstrado que a cura estéril ndo é garantida, podendo
0 animal ser tratado e continuar hospedando o parasito em seu organismo. Assim
sendo, deve-se levar em consideracao a ocorréncia de recidivas e por isso é de suma

importancia o monitoramento regular destes cées (Dias et al., 2017).

2.7 Diagnéstico das leishmanioses: panoramas
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E conhecido que o diagndstico das leishmanioses é baseado na combinacio
de evidéncias clinicas e epidemioldgicas, juntamente com exames laboratoriais (Tesh,
1995). A deteccao correta e precoce dos casos, seguida de tratamento adequado, é
fundamental para controlar a disseminacéo da doenga. No entanto, a leishmaniose
visceral, diagnosticada principalmente em areas endémicas, apresenta uma ampla
variedade de manifestacfes clinicas, tornando os sinais e sintomas frequentemente
inconclusivos e/ou confundidos com outras enfermidades, como maléria, tuberculose,
entre outras (Brasil, 2017), o que representa um grande desafio (Srividya et al., 2012;
Abbas et al., 2015).

No caso da LT, o diagndéstico clinico-epidemiol6gico deve ser complementado
por pesquisa direta dos parasitos ou outros testes laboratoriais. Além disso,
considerando o nimero de doencas que podem ter diagnéstico diferencial com LT,
tais como hanseniase e outras doencas crénicas que causam lesdes cutaneas (Brasil,
2017), quando os métodos ndo fornecem um diagndéstico conclusivo, o paciente deve
ser examinado por outros testes (Brasil, 2017).

Dessa forma, o diagnaostico laboratorial das leishmanioses é dividido em trés
diferentes categorias de métodos: testes parasitologicos, moleculares e imunol6gicos
(Brasil, 2017). Essas metodologias diferem principalmente em termos de sensibilidade
e especificidade, bem como em sua aplicacédo pratica em condi¢cdes de campo e na
disponibilidade de reagentes, equipamentos e mao de obra especializada (Martins e
Lima, 2013).

O diagnéstico precoce seguido por um tratamento completo séo fatores cruciais
para reduzir a disseminacao das leishmanioses (Singh e Sundar, 2015). No entanto,
a toxicidade do tratamento, junto com seu alto custo, ressalta a importancia de um
teste diagnostico confirmatério com alta especificidade e sensibilidade, uma vez que
0 controle dos casos individuais e a implementacdo de medidas de controle sao
prejudicados por ferramentas diagnosticas inadequadas (Diro et al., 2017).

2.8 Diagnodstico da leishmaniose humana

2.8.1 Diagndstico parasitoldgico

O diagnostico parasitolégico considerado o padrao-ouro é baseado na anélise
microscopica dos parasitos em laminas e/ou culturas in vitro. Essa abordagem envolve

a visualizacado dos parasitos em aspirados de 6rgdos ou tecidos e, embora tenha
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elevada especificidade, a sensibilidade € inconstante devido a distribuicdo néo
homogénea dos parasitos nas amostras coletadas. Ademais, vale ressaltar que essa
técnica apresenta alguns inconvenientes, como riscos, potencial desconforto e
invasividade (Sakkas et al., 2016; Borja et al., 2018). Para a leishmaniose tegumentar
(LT), sao utilizados fragmentos de lesGes de pele e mucosas, enquanto que para a
leishmaniose visceral (LV), sdo coletados aspirados de baco, linfonodos e/ou medula
O0ssea (Elmahallawy et al.,2014). No entanto, € importante destacar que a
sensibilidade dos testes pode variar, uma vez que depende das amostras analisadas
(Srividya, 2012). Dessa forma, mesmo que 0 exame parasitolégico seja amplamente

utilizado, € importante considerar suas limitacdes e explorar alternativas menos

invasivas e dolorosas para o diagndstico das leishmanioses.

2.8.2 Diagndéstico molecular

Ensaios moleculares, como a reacdao em cadeia da polimerase (PCR) e a PCR
Real-Time, sdo usados para detectar material genético dos parasitos em amostras, e
demonstram elevada especificidade na deteccéo da doenca. Tais testes oferecem a
vantagem de amplificar o genoma do parasito a partir de uma quantidade minima de
DNA presente nessas amostras biologicas (Akhoundi et al., 2017; Hossain et al.,
2017). Contudo, intercorréncias podem ser observadas, pois dependendo da amostra
analisada, a sensibilidade da técnica pode variar devido a presenca heterogénea de
parasitos em diferentes 6rgdos ou fracdes teciduais. Além disso, sua execugdo
necessita de profissionais com treinamento especializado e de um cuidado rigoroso
para evitar contaminagao por agentes externos. Adicionalmente, este método possui
custo elevado e demanda uma infraestrutura laboratorial (de Paiva-Cavalcanti et al.,
2015; Sakkas et al., 2016).

Ademais, a PCR convencional apresenta um problema de positividade em
individuos saudaveis de regides endémicas. Aléem disso, tanto a PCR convencional
guanto os testes sorolégicos tém a limitacdo de nao diferenciarem a doenca
clinicamente ativa de infec¢bes assintomaticas. No entanto, essas desvantagens
podem ser superadas pela PCR quantitativa em tempo real (Sudarshan et al., 2014).
A PCR guantitativa em tempo real além de detectar, também permite a quantificacédo
da carga parasitaria na amostra, o que pode auxiliar na determinacéo da atividade da
doenca e servir como um marcador prognostico (Mary et al., 2006). Ambos os testes,
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gualitativos e guantitativos, também podem ser utilizados para avaliar a cura, uma vez
gue geralmente se tornam negativos apos o tratamento (Boelaert et al., 2004).

Por fim, apesar das técnicas moleculares terem aumentado a sensibilidade
dos testes parasitérios, estas apresentam custos elevados, além da necessidade
adicional de profissionais altamente qualificados e equipamentos sofisticados para
a realizacao dos testes (Ghasemian et al., 2014; Ruiter et al., 2014). Nesse contexto,

o diagndstico da leishmaniose ainda permanece dificil (Paiva-Cavalcanti et al., 2015).

2.8.3 Diagndstico imunologico

Devido aos baixos titulos de anticorpos circulantes, ensaios imunologicos sao
pouco usados em areas com prevaléncia de LC. Ademais, 0s niveis desses anticorpos
também podem variar significativamente entre as diferentes formas de LT. Por esse
motivo, os testes de deteccdo de anticorpos ndo sdo Uteis no diagnostico dessas
formas de leishmaniose. Mas, apesar dos anticorpos anti-leishmania serem
dificilmente detectaveis na LC, em certa medida podem ser detectados na LM e na
LCD, porém com desempenho limitado e variavel (WHO, 2010; Kaye et al., 2020).
Além de que, em regides com doencas de reacédo cruzada, como a doenca de Chagas,
a especificidade poder ser variavel (Reithinger e Dujardin 2007; Thakur et al., 2020).

Por outro lado, na LV, é observada a hiperimunoglobulinemia, o que
impulsionou o desenvolvimento de técnicas imunolédgicas para deteccéo de anticorpos
(Boelaert et al. 2004; Thakur et al., 2020). O método pioneiro no diagndéstico
laboratorial foi o teste de intradermorreacédo de Montenegro (IDRM), o qual é baseado
em uma reacédo de hipersensibilidade tardia mediada por células T de memadria com
especificidade para antigenos do parasito. Todavia, existem algumas limitacdes
associadas ao método, por exemplo, individuos saudaveis que vivem em areas
endémicas da doenca, pacientes curados ou aqueles com doencas correlacionadas,
podem apresentar resultados falsos positivos para leishmaniose. Além disso,
individuos que tiveram a forma difusa da doenca, que sejam recém infectados ou que
sao imunossuprimidos podem apresentar resultados falsos negativos, indicando uma
variacdo na sensibilidade do teste (Weigle et al., 1991; de Paiva-Cavalcanti et al.,
2015).

Outro fator é que apesar de aplicado como suporte para o diagnostico da

leishmaniose cutanea e também para o diagnostico das formas mucosas, onde a
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reacdo é mais intensa, tal técnica ndo € eficaz para o diagnostico da leishmaniose
visceral (LV), pois durante a fase ativa da doenca o teste € sempre néao reativo, sendo
gue a maioria dos pacientes, so se torna reativo apos o término do tratamento (cerca
de 3 a 6 meses apoés o fim do tratamento). Desse modo, a IDRM néo é capaz de
distinguir entre infecgdes atuais e infec¢des anteriores, portanto, em areas com
transmissdo endémica, ela fornece orientacdo, mas ndo um diagndéstico definitivo
(WHO, 2019). Por esses motivos e principalmente devido as variagcbes na
sensibilidade e especificidade, essa técnica caiu em desuso (Espir et al., 2016).

Vérios outros métodos soroldgicos, como o ensaio imunoenziméatico (ELISA),
ensaio de imunofluorescéncia indireta (IFAT), teste de aglutinacdo direta (DAT),
Western-blot e o teste imunocromatografico (ICT) sdo alternativas para o diagnostico
laboratorial (Peixoto et al., 2015; Oliveira et al., 2016; WHO, 2019, Roatt et al., 2020).
Esses metddos se baseiam na deteccdo de anticorpos especificos aos parasitos em
amostras de soro dos pacientes; entretanto, existe a possibilidade de apresentarem
variacfes com relacao a sensibilidade e/ou especificidade (de Paiva-Cavalcanti et al.,
2015).

Dessa forma, a sensibilidade dos testes sorol6gicos pode variar conforme a
metodologia empregada (BRASIL, 2015). Da mesma forma, a especificidade dos
testes sorolégicos também esta diretamente relacionada ao antigeno utilizado. Cada
antigeno pode ter sua propria especificidade, podendo variar de acordo com a amostra
e 0 método adotado. Por isso, é importante considerar esses fatores ao interpretar os
resultados dos testes sorolégicos para leishmaniose (Elmahallawy et al., 2014).

O sorodiagndstico tem sido amplamente utilizado como uma ferramenta valiosa
no auxilio ao diagndstico da LV. E importante ressaltar que esse método ainda
enfrenta desafios na distingcdo precisa entre infeccdes ativas, passadas ou curadas.
Essas limitagdes podem dificultar o diagndstico preciso da doenca, especialmente em
areas endémicas, onde individuos saudaveis podem apresentar a infec¢do na forma
assintomatica ou mesmo apoés terem recebido tratamento para a doenca, mantendo
niveis detectaveis de anticorpos (Kaye et al., 2020). Também deve-se considerar que
em casos de individuos imunossuprimidos, testes de deteccdo de anticorpos
apresentam limitagdes na sensibilidade (Lindoso et al., 2018).

Dentre o0s ensaios imunologicos, a técnica de ELISA é amplamente utilizada

para o sorodiagnostico da LV, embora sua sensibilidade e especificidade dependam
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dos antigenos especificos empregados. Um beneficio dessa técnica é a sua
simplicidade de execucdo, além da possibilidade de adaptacdo para o uso de
diferentes moléculas antigénicas. No entanto, é importante ressaltar que sua
implementagéo requer uma equipe qualificada e equipamentos sofisticados, o que
pode torna-la inviavel em algumas areas endémicas (Elmahallawy et al., 2014).

Neste contexto, a maioria das pesquisas realizadas sobre o diagndstico das
leishmanioses utiliza o extrato proteico soluvel de Leishmania (SLA) na preparacao
dos testes devido a sua alta sensibilidade. Entretanto, um dos principais desafios € a
baixa especificidade do teste, uma vez que pode haver rea¢des cruzadas com outras
doencas, resultando em falsos positivos (Souza et al., 2013; De Paiva-Cavalcanti et
al., 2015).

Dentre as diversas ferramentas disponiveis de diagnéstico para a LV humana
(LVH), destaca-se o teste imunocromatografico baseado no antigeno rk39. Essa
proteina tem a capacidade de identificar anticorpos especificos contra o complexo
donovani. Trata-se de um teste rapido, que pode ser realizado em condi¢cdes de
campo e de facil execucao (Sundar et al., 2007; Maia et al., 2012). No entanto, o teste
de fita possui algumas limitagdes, pois pode fornecer resultados positivos em
pacientes com outras doencgas, resultando em falsos positivos (Mandal et al., 2008).

Uma alternativa promissora para melhorar a especificidade do teste é a
utilizacdo de moléculas semipurificadas ou purificadas dos parasitos, bem como
proteinas recombinantes e peptideos sintéticos. Tal abordagem permite uma melhor
diferenciacdo entre leishmaniose e outras doencas que podem causar reatividade
soroldgica cruzada. Assim sendo, com o0 uso desses componentes especificos do
parasito, resultados mais precisos podem ser obtidos e a ocorréncia de falsos
positivos é reduzida, melhorando a confiabilidade dos testes sorolégicos usados
para o diagnoéstico da doenca (Celeste et al., 2014).

2.8.4 Diagnostico da leishmaniose visceral canina

O sucesso do diagndstico clinico da LVC é desafiador, uma vez que existe uma
gama de sintomas dessa enfermidade que se assemelham a outras doencas. Além
disso, alguns animais podem permanecer assintomaticos por periodos prolongados e,
ainda assim, serem capazes de transmitir o parasito através do vetor (Gomes et al.,

2008). No geral, o diagnostico da LVC é feito com base na deteccdo de parasitos em
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amostras de baco, linfonodos ou medula 6éssea (Santos et al., 2018). Entretanto, esses
métodos parasitoldgicos diretos podem culminar em falsos negativos devido a
variacdo do numero de parasitos nas amostras clinicas ou a dificuldade na
identificacdo morfoldgica dos mesmos. Somado a isso, deve-se considerar o fato da
técnica ser altamente invasiva (Gomes et al., 2008; Pessoa-e-Silva et al., 2019).

Técnicas sorologicas, tais como IFAT, DAT, ICT e ELISA, sdo usadas no
sorodiagnostico da LVC, contudo, esses métodos podem apresentar vantagens e
desvantagens (Nunes et al., 2015). Tais testes se fundamentam na deteccdo de
anticorpos especificos ao parasito, porém, existe uma probabilidade de retratarem
adversidades com respeito a sensibilidade e a especificidade, pois podem ocorrer
problemas em decorréncia de reatividade cruzada com Trypanosoma cruzi, Babesia
canis e Ehrlichia canis, bem como a ocorréncia de falso-negativos (Gomes et al., 2008;
de Paiva-Cavalcanti et al., 2015).

A técnica de ELISA usando o SLA é comumente empregada para identificar
cdes com LV, no entanto, o uso do antigeno bruto pode levar a resultados
inconsistentes, com baixa sensibilidade em cades assintomaticos e, especificidade
comprometida, ja que a reatividade com anticorpos de animais apresentando doengas
cruzadas podem levar a resultados falso-positivos (Porrozzi et al., 2007; Miro et al.,
2008). Das ferramentas atualmente disponiveis para o diagnéstico da LVC no Brasil,
existe um teste baseado em extrato antigénico de Leishmania (SLA), o kit EIE-CVL®
(EIE-Leishmaniose-Visceral-Canina) produzido por Bio-Manguinhos/FIOCRUZ (Lira,
2005). Entretanto, a sensibilidade e especificidade dos antigenos usados na técnica
ainda precisam ser aprimoradas, sugerindo que o emprego de antigenos mais
refinados possa oferecer boas perspectivas para o desenvolvimento em campo (Faria
e Andrade, 2012).

A tecnologia de DNA recombinante tem sido amplamente utilizada na busca
por novos alvos para testes sorolégicos da LVC. Essa tecnologia permite o
desenvolvimento de proteinas originais ou combinadas em genes quiméricos (Gomes
et al., 2008). O uso de proteinas recombinantes e/ou peptideos sintéticos, assim como
as combinacdes entre antigenos (Porrozzi et al., 2007; Goto et al., 2009), tém sido
avaliados por ELISA com o objetivo de se obter um teste diagnostico que seja mais

sensivel e especifico para a doenca (Kubar e Fragaki, 2005).
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Nesse contexto, as proteinas recombinantes mostraram-se eficazes na
superacao das restricbes encontradas nos ensaios sorologicos para o diagndéstico da
LV, que surgiam devido ao uso de extratos brutos de antigenos. Essas proteinas, em
vers@es recombinantes, foram avaliadas em protétipos para identificar a reatividade
dos anticorpos de céaes infectados, fornecendo um diagndéstico sorolégico mais preciso
da doenca ( Souza et al. , 2012 ; Fraga et al., 2014 ; Oliveira et al., 2015 ;Coelho et
al., 2016 ; Dias et al., 2018 ).

Estudos mostraram a eficacia do uso de proteinas isoladas que podem ser
potenciais antigenos em testes diagndsticos mais sensiveis e especificos para LVC.
Um exemplo é a proteina recombinante rLc36, expressa em L. infantum, que foi capaz
de diferenciar casos assintomaticos da doenca, demonstrando resultados satisfatérios
e sugerindo ser um alvo promissor no sorodiagnostico da LVC (Nogueira et al., 2018).
Outro estudo apresentou a proteina recombinante prohibitina, que foi identificada em
L. infantum e reconhecida por anticorpos nos soros de animais sintomaticos e
assintomaticos para LV. Os resultados apontaram elevados valores de sensibilidade
e especificidade, principalmente, quando comparada ao SLA, sugerindo sua aplicacéo
como um possivel marcador diagnéstico da doenca (Dias et al., 2018). Também foram
identificadas proteinas como, LiHypl (Martins et al., 2015), rLiHyD (Lage et al., 2016)
e MAPK3 (Menezes-Souza, et al., 2015), que apresentaram boa eficacia diagndstica
para a LVC e LVH. Em um trabalho desenvolvido por Salles et al. (2019), foi
demostrada a utilizacao da proteina SMP-3, bem como de um epitopo especifico de
células B dessa proteina, como marcadores diagnésticos da LV canina e humana.
Além destas, algumas pesquisas apontaram o desempenho do uso de antigenos
combinados, como uma proteina quimérica, rk28, composta pela fuséo dos antigenos
k9 com unidades de repeticdo de k39 e k26, cuja versdo recombinante demonstrou
bons valores de especificidade e sensibilidade (Boarino et al., 2005).

No Brasil, foi protocolado pelo Ministério da Saude através de uma Nota
Técnica Conjuntiva em 01/2011 em que se orienta a utilizacdo de um teste
imunocromatografico, DPP, como método de triagem para o diagnéstico da LVC, e
ELISA como método confirmatorio (Souza-Filho et al., 2016). O DPP é um teste rapido
gue utiliza antigenos recombinantes rK26 e rK39, os quais conferem elevada
sensibilidade e especificidade na deteccdo de cdes sintométicos para leishmaniose.

No entanto, a sensibilidade do teste € reduzida quando aplicado a caes
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assintomaticos, resultando em variagdes na eficacia (Grimaldi et al., 2012; Chaabouni
et al., 2018).

Outro fator que pode influenciar a eficacia dos testes diagnosticos para LVC é
a vacinacao dos animais, que pode levar a soroconversdo e a resultados falso
positivos nos testes utilizados (Chaabouni et al., 2018). Desta forma, € importante que
0s antigenos aplicados nos testes sejam capazes de distinguir entre os que animais
gue estao realmente infectados daqueles que se encontram saudaveis e vacinados
(Kubar e Fragaki, 2005). Em paises endémicos, como o Brasil, o diagnostico preciso
da LV é fundamental, pois o Ministério da Saude recomenda a eutandsia dos caes
gue reagem positivamente ao teste. Dessa forma, testes com baixa eficacia tendem a
levar sérias questdes éticas de eutanasia desnecessaria. Somado a isto, resultados
falso-negativos de animais assintomaticos também representam um problema, desde
gue permite a presenca de animais reservatérios na comunidade e uma potencial
chance de disseminacao da doenca (Werneck, 2014).

Sendo assim, a busca por novos testes que oferecam elevada sensibilidade e
especificidade para deteccéo correta de animais sintomaticos e assintomaticos para
LV ainda se faz necesséaria (Regina-Silva et al., 2014). Vale ressaltar que estudos
realizados em torno da questao da eutanasia dos animais doentes, demonstraram que
essa medida ndo obteve sucesso em paises no qual foi implementada, justificados em
parte pela alta prevaléncia e incidéncia de infeccfes nesses locais, pela dificuldade
em diagnosticar esses animais doentes devido a auséncia de testes diagndsticos
confiaveis, bem como pela rapidez com que os cdes submetidos ao procedimento
foram substituidos por outros animais susceptiveis (Gharbi et al., 2015; Gomez e
Picado, 2017; Dantas-Torres et al., 2018).

Todavia, alguns estudos ainda sugerem que devido ao carater zoonético do
parasito, ao fato do cdo atuar como o principal reservatério urbano da doenca e,
principalmente quando o animal estd muito debilitado, apresentando lesbes externas
(Beugnet et al., 2018) ou em contatos com individuos imunossuprimidos, deve-se

considerar a pratica da eutanasia (Beugnet e Chomel, 2013).

2.9 Proteinas usadas no projeto

Para a validacao deste estudo duas proteinas distintas, Quimera B1 e Quimera
B2, foram avaliadas. A quimera B1 foi obtida a partir de proteinas identificadas em
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uma abordagem imunoprotedmica utilizando extratos de proteinas de promastigotas
e amastigotas de L. infantum, juntamente com soros de cdes com LV, tanto
sintomaticos quanto assintomaticos. Os anticorpos presentes nos soros dos animais
identificaram proteinas do parasito que poderiam ser promissoras para melhorar o
diagndstico da LVC (Coelho et al., 2012).

Nesse contexto, algumas proteinas foram testadas individualmente em suas
formas recombinantes para avaliacio de sua funcédo biologica. A LiHyD
(XP_001468360.1), uma proteina hipotética especifica de Leishmania, foi analisada
como um marcador diagnéstico para LVC, e resultados bem-sucedidos foram obtidos
(Lage et al., 2016). Outra proteina também identificada, o fator liberador de histamina
dependente de IgE (HRF; XP_001465979.1), exibiu valores elevados de sensibilidade
e especificidade para o diagnostico da LVC (Coelho et al., 2016). Uma proteina
hipotética especifica das formas amastigotas de Leishmania, denominada LiHyP1
(XP_001468941.1), que apresenta homologia com a familia de genes da super-
oxigenase, também foi bem avaliada para o diagndéstico da LVC ( Martins et al., 2013 ).

A proteina B-tubulina (XP_001468164.1), também reconhecida no referido
estudo de imunoprote6mica, foi avaliada em sua versdo recombinante para o
diagndstico da leishmaniose, demonstrando bons resultados (Duarte et al., 2015). As
sequéncias de aminoacidos das quatro proteinas analisadas para construcdo da

guimera B1 sdo mostradas abaixo:

-Proteina hipotética - LiHyP1 (XP_001468941.1)
MSIVSRFIGGAKHLLKGGSMKYLAAGEPYCPFGEAFGLTILPEYILEDDASNLRKGYV
DVYTRASDRIILNDGRFQLPPLPPASFMPLLERLEQDNVVPKNWLNNQTANLYEPG
DFIRAHIDNLFVYDDIFAICSLGSNCLLRFVHVQNGEELDVMVPDRSVYIMSGPARYV
YFHMVLPVEAQRFSLVFRRSIMESDGGFRPVKTPFKEIMPYRATQILNALYSKQVGG
VRVSVDDDFLESANIGAFDTSRWVKRLHPLRDWSLLRQLDEDEARVEELREKRFID
VDFSWRYRELRSYYKAMEESLVSPHVAHVTPQA

-Fator liberador de histamina dependente de IgE - HRF (XP_001465979.1)
MKIFKDVLTGSEVVCDNDCPFDVEGDIMYVVNGRYIDVGGEDYGISANVDEDAAEG
ATGEVAEGKERVVDVVYNNRYTETSYDKASYMAHIRSYMKQLLEKIENEEERKVFQ
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TNAAAFVKKVLKDIDEYQFFIPEGNDEDPDNGMIVLCRWDGETPRFYFWKDGLKGE
RV

-Beta-tubulina (XP_001468164.1)
MREIVSCQAGQCGNQIGSKFWEVIADEHGVDPTGSYQGDSDLQLERINVYFDESA
GGRYVPRAVLMDLEPGTMDSVRAGPYGQLFRPDNFIFGQSGAGNNWAKGHYTEG
AELIDSVLDVCRKEAESCDCLQGFQLSHSLGGGTGSGMGTLLISKLREEYPDRIMM
TFSVIPSPRVSDTVVEPYNTTLSVHQLVENSDESMCIDNEALYDICFRTLKLTTPTFG
DLNHLVAAVMSGVTCCLRFPGQLNSDLRKLAVNLVPFPRLHFFMMGFAPLTSRGS
QQYRGLSVAELTQQMFDAKNMMQAADPRHGRYLTASALFRGRMSTKEVDEQMLN
VONKNSSYFIEWIPNNIKSSICDIPPKGLKMSVTFIGNNTCIQEMFRRVGEQFTGMFR
RKAFLHWYTGEGMDEMEFTEAESNMNDLVSEYQQYQDATVEEEGEYDEEEEAY

-Proteina hipotética - LiHyD (XP_001468360.1)
MQMQGNMYPRQMEWAVHQQQPQSMQGNRQAVASRAYHLEPISTMQLRQQRGS
MPGMMIGQQPGGGMMDGLSTYGPRPMIRDVQDGHMGPQQADAARAAGYGTQG
MYGSHLMSYGAAGMGGVNNLQNGNAALFAAGSAGQASEGNSINFNGIFNSAVNP
QVQSSVAVQDDGKPLPFPPGNLLAQYPPEYQQQLIFYYRLLRLQYPELYQQYVDYY
VMYYEPLYHPAPSSLSKDDLNGGQQRKKEPLLQQTQRAHMQRQQPAMPQPGYQP
PPPMEHALPSEVMCRTTSNLSGGLKRQSSLRRQNSMRRNEVNQLKNEGSLKRLPS

MRQQ

Por fim, a proteina quimérica B1, composta pelos sete epitopos especificos
originados a partir das proteinas de origem LiHyD (Lage et al., 2016); HRF (Coelho et
al., 2016); LiHyP1 (Martins et al., 2013) e B-tubulina (Duarte et al., 2015), foi avaliada

no sorodiagnéstico da LVC:

VPRAVLMDLEPGTMGGYEPGDFIRAHIDNLGGCPFDVEGDIMYVVNGRYIDVGGED
YGISAGGIGQQPGGGMMDGLSGGLPVEAQRFSLVFRRGGDVQDGHMGPQQADA
GGAKNMMQAADPRHGR

Por outro lado, a proteina quimérica B2 € composta por sete epitopos
especificos selecionados a partir de proteinas que foram testadas anteriormente,
sendo estas: proteina hipotética (XP_001568689.1); enolase (XP_001563419.1); e

triparedoxina peroxidase (XP_001563558.1), que foram avaliadas individualmente por
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ELISA para o diagnéstico de LT e demonstraram resultados promissores (Duarte et
al., 2015). Em outro estudo, a proibitina (XP_001568126.1) também foi avaliada para
o diagnostico de LV e LT e os resultados mostraram altos valores de sensibilidade e
especificidade para o diagnéstico sorolégico (Rodrigues et al., 2019).

Dessa forma, nesse estudo, foram previstos epitopos especificos de células B
nas sequéncias de aminoacidos dessas quatro proteinas que foram utilizadas para
construir o gene que codifica a proteina quimérica B2. A proteina recombinante B2 foi
expressa, purificada e avaliada em ELISA para o diagnéstico de LT e LV
humana. Além disso, os proprios epitopos de células B usados para construir a
guimera B2 foram sintetizados e testados nos ensaios soroldgicos, assim como 0 SLA,
gue foi usado como controle. A sequéncia de aminoacidos da quimera B2 € mostrada

abaixo:

IQFSDSIKRFNELDCEGGGFSGDSSESYSLSDNSSKVDDRIKLGGLVSIEDPFAEDN
FDEFGGAFRISDPPQYSRVVPAGGIAKTLRDHGNGRYYLDSDSLYVNGG
KGDATMKPERQASIEGGEIGSASKYGYSGWA

Em suma, as quimeras foram avaliadas quanto a sua eficacia no diagnostico
das leishmaniosis. Elas foram construidas com base em epitopos especificos de
proteinas previamente identificadas, buscando melhorar a sensibilidade e a
especificidade dos testes diagnosticos. Por meio das proteinas quimeras
recombinantes; o estudo visou contribuir para o desenvolvimento de métodos
diagnoésticos mais precisos, essenciais para o controle e tratamento dessas doencas

em regibes endémicas.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Desenvolver e avaliar duas proteinas quiméricas recombinantes baseadas em
epitopos especificos de linfocitos B de proteinas presentes nas espécies Leishmania
infantum e Leishmania braziliensis para avaliar o potencial diagnostico das

leishmanioses tegumentar e visceral no homem e no céo.

3.2 Objetivos Especificos

e Identificar, por bioinformatica, epitopos especificos de linfécitos B para a
construcdo dos genes quiméricos. Clonar, expressar e purificar as proteinas

polipeptidicas;

e Avaliar a reatividade por ELISA de soros de cdes com LV sintomética e
assintomatica e amostras de outras classes de soros, como de animais
saudaveis vacinados e de animais infectados com Trypanossoma cruzi,
Babesia canis e Ehrlichia canis, usando a proteina quimérica B1 comparada ao

SLA do parasito L. infantum e ao kit comercial para o diagnéstico da LVC;

e Avaliar a reatividade por ELISA de um painel sorolégico humano, frente a
proteina quimera B2, peptideos sintéticos e SLA do parasito L. infantum e L.

braziliensis;

e Avaliar a sensibilidade e especificidade da proteina B1 no diagndstico da LVC,

bem como da quimera B2 no diagnéstico da LT e LV humana;

e Avaliar o papel prognostico da quimera B2 usando amostras de soro coletadas

de pacientes com LV e LT, antes e ap6s o tratamento.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Aprovacéo do projeto pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal (CEUA) e
Humana da UFMG

Os projetos foram aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal (CEUA)
da UFMG com numero de protocolo 144/2020 e pelo Comité de Etica em Seres
Humanos da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG; Belo Horizonte, Minas
Gerais, Brasil), registrado sob o protocolo niumero CAAE-32343114.9.0000.5149.
Ressalta-se que, neste segundo projeto, todos os pacientes receberam uma coépia
individual da politica do estudo e assinaram um termo de consentimento livre e
esclarecido, antes da coleta de sangue. Assim sendo, os procedimentos descritos
neste estudo estdo de acordo com os padrbes éticos do comité de pesquisa
institucional e/ou nacional e com a declaracdo de Helsinki de 1964 e suas emendas

posteriores ou padrées éticos comparaveis.
4.2 Amostras de soros

4.2.1 Soros de cées

Para a avaliacao da antigenicidade da proteina quimérica B1, 190 amostras de
soros de caes (Canis familiaris), machos (n=111) e fémeas (n=79) de diferentes racas
e idades, provenientes de area endémica para LV (Belo Horizonte, Minas Gerais,
Brasil), foram utilizadas. As amostras foram oriundas de um banco de soros localizado
no Laboratério do Programa de Pés-Graduacédo em Ciéncias da Saude: Infectologia e
Medicina Tropical da Faculdade de Medicina da UFMG, onde estdo armazenadas a -
80°C. Para a confirmagéo da infeccdo por L. infantum nos animais sintomaticos e
assintomaticos, foi realizada a técnica de PCR convencional nas amostras de
aspirados de medula 6ssea desses animais, conforme descrito em outro estudo (Reis
et al., 2013). Além da confirmacédo da infeccdo por meio da técnica de PCR, os caes
sintomaticos (n=25) apresentavam trés ou mais dos seguintes sinais clinicos:
alopecia; onicogrifose; hepatomegalia; conjuntivite; adenopatia; dermatite esfoliativa
no nariz, cauda e ponta das orelhas; perda de peso; esplenomegalia e azotemia renal.
Enquanto os animais assintomaticos (n=25), ndo apresentavam sinais da doenca.

Soros de cdes saudaveis que vivem em areas endémicas (n=30; Belo

Horizonte) ou ndo endémicas (n=25; Pocos de Caldas, Minas Gerais, Brasil) para LVC
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também foram utilizados. Esses animais ndo apresentavam sinais clinicos de LVC,
além de exibirem resultados parasitologicos (PCR) e sorolégicos negativos (kit EIE-
CVL®, BioManguinhos, Rio de Janeiro, Brasil). Adicionalmente, também foram
utilizados soros de cées saudaveis imunizados com a vacina comercial Leish-Tec®
(n=25), bem como de animais infectados experimentalmente com Ehrlichia
canis (n=25), Babesia canis (h=15) ou Trypanosoma cruzi (n=20). Todos os animais
foram mantidos isolados em canil para evitar 0 contato com vetores transmissores da

doenca.

4.2.2 Soros humanos

Amostras de soros de pacientes com LC (n = 25; incluindo 17 homens e 8
mulheres, com idades entre os 31 e 59 anos); LM (n = 25; incluindo 19 homens e 6
mulheres, com idades variando de 26 a 61 anos) e LV (n = 25; incluindo 14 homens e
11 mulheres, com idades variando de 30 a 66 anos), todos residentes em area
endémica da doenca (Belo Horizonte, MG), foram usadas. Destaca-se que nenhum
dos pacientes foi tratado antes da coleta da amostra. O diagnostico de LC e LM foi
realizado pelo exame clinico e detec¢do do kDNA de L. braziliensis em bidpsias de
pele (LC) e/ou fragmentos de mucosa (LM) por meio da técnica de PCR. Por outro
lado, a LV foi diagnosticada por exame clinico e deteccdo de kDNA de L.
infantum em baco e/ou aspirados de medula éssea por PCR de acordo com o descrito
por Cota et al., 2013. Para tal, o DNA foi extraido das amostras usando o Mini Kit
QlAamp® DNA Blood (Qiagen®, MD, EUA). O material foi purificado, analisado
por espectrofotometria e diluido em a&agua ultrapura estéril. Os primers 5'-
GGGKAGGGGCGTTCTSCGAA-3' (Forward) e 5-SSSWCTAWTTACACCAACCCC-
3' (Reverse) foram usados para amplificar uma regido de kKDNA conservada
do parasito, contendo 150 pares de bases nas amostras coletadas de pacientes com
LC, LM e LV. Adicionalmente, o DNA extraido de cepas de referéncia para LT
(MHOM/BR/2002/LPC-RPV) e LV (MHOM/BR/1974/PP75) foi utilizado como controle
positivo, enquanto agua ultrapura estéril foi utilizada como controle negativo. Os
seguintes reagentes foram usados nas reacfes: 2 mM MgCl 2, 200 uM dNTP, 0,6 uM
de cada iniciador (Sigma-Aldrich, EUA), 1 Ul Tag DNA polimerase e tampéo
especifico (Invitrogen, EUA) e 20 ng DNA.

4.2.3 Outras amostras humanas
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Amostras de soro coletadas de individuos saudaveis e de pacientes com outras
doencas (n=145) também foram usadas nos ensaios sorologicos. Os soros foram
coletados de individuos saudaveis residentes em areas endémicas de leishmaniose
(n = 35, incluindo 19 homens e 16 mulheres, com idades variando de 25 a 53 anos;
Belo Horizonte), que ndo apresentavam sinais clinicos da doenca. Também foram
utilizadas amostras de pacientes com doenca de Chagas (n = 25, incluindo 14 homens
e 11 mulheres, com idades variando de 28 a 60 anos), diagnosticados por hemocultura
e kit ELISA recombinante Chagatest® v.4.0 (Wiener lab., Rosario, Argentina); bem
como de pacientes com hanseniase (n = 25, sendo 12 homens e 8 mulheres, com
idade variando de 35 a 55 anos), diagnosticados pelo teste rapido ML Flow
positivo; aspergilose (n = 10, incluindo 8 homens e 7 mulheres, com idade variando
de 34 a 60 anos), diagnosticada pela deteccao de hifas fangicas no exame
histopatoldgico; paracoccidioidomicose (n = 10, 6 homens e 4 mulheres com idades
variando de 31 a 57 anos), diagnosticada por exame clinico e cultura Paracoccidioides
positiva ; e histoplasmose (n = 10; incluindo 6 homens e 9 mulheres, com idades
variando de 30 a 56 anos), diagnosticados pelo isolamento do fungo em cultura de
lavado broncoalveolar e/ou sangue total. Além disso, soros de pacientes infectados
por HIV (n = 20, incluindo 12 homens e 8 mulheres, com idades variando de 24 a 51
anos), que foram diagnosticados por exame clinico e contagem de células T CD4* e

determinacao da carga viral, também foram empregados nos experimentos.

4.3 Coleta de amostras antes e ap6s o tratamento

Para analise da reatividade humoral contra os antigenos antes e apés a
terapéutica, coletou-se soro de pacientes com LM (n = 15) e LV (n = 10) antes e seis
meses apos o tratamento, que foi realizado com antimoniais pentavalentes (Sanofi
Aventis Farmacéutica Ltda., Suzano, Sdo Paulo, Brasil) na dose de 20 mg Sb *° por
kg durante 30 dias. Ressalta-se que nao havia nenhum paciente sofrendo de outra
infecg@o ou que possuia qualquer doenga pré-existente. Desse modo, apos o término
do tratamento, os pacientes estavam livres de quaisquer sinais de leishmaniose,

sendo diagnosticados como clinicamente curados.

4.4 Parasitos e preparo do extrato soltvel de Leishmania
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Os extratos antigénicos soluveis de Leishmania (SLA) foram produzidos de
acordo com o descrito por Coelho et al., 2003. As cepas de L. infantum
(MHOM/BR/1970/BH46) e de L. braziliensis (MHOM/BR/75/M2904) foram mantidas
em meio de cultura Schneider’'s completo, constituido pelo meio (Sigma, St. Louis,
MO, EUA) acrescido com 20% de soro fetal bovino (SFB) inativado (20%; FBS, Sigma-
Aldrich, EUA), L-glutamina 20 mM, 200 U/mL de penicilina e 100 pg/mL de
estreptomicina, em pH 7,4; e incubada a 24°C. Decorridos seis dias de cultivo e sendo
constatada a viabilidade e a auséncia de agentes contaminantes, as formas
promastigotas em fase estacionaria de crescimento foram quantificadas em camara
de Newbauer, sendo ajustadas para uma concentracdo de 2x108 promastigotas por
mL. Para o preparo do SLA, os parasitos foram centrifugados por 15 min, a 2.000 x g
e a 4°C (modelo Z300K - Hermle Labortechnik GmbH). O pellet foi lavado em 5 mL de
solucao salina tamponada com fosfato estéril (PBS 1x) e centrifugado a 2.000 x g por
10 min a 4°C. O processo de lavagem foi realizado por 3 vezes. Apds a Ultima
centrifugacéo, o sobrenadante foi descartado, o pellet foi ressuspendido em 5 mL de
PBS 1x e submetido a um processo de choque térmico em nitrogénio liquido e banho
maria a 37°C, por 5 ciclos alternados. Em seguida, o lisado foi sonicado em cinco
ciclos de 30 seg, com intervalos de 30 seg e amplitude de 38 MHz. O produto da lise
foi centrifugado a 10.000 x g durante 15 min e a fracdo antigénica soluvel, que
corresponde ao SLA, foi coletada. A concentracdo de proteinas foi estimada pelo
método colorimétrico do Acido Bicinconinico (BCA), utilizando o kit BCA Protein Assay
Reagent (Thermo Scientific, Waltham, EUA), de acordo com as recomendac¢des do

fabricante. As amostras foram armazenadas a -80°C, até o momento do uso.

4.5 Mapeamento de epitopos especificos de células B para construcdo das

guimeras

4.5.1 Quimera Bl

Os epitopos especificos de células B das proteinas LiHypl (XP_001468941.1),
HRF (XP_001465979.1), B-tubulina (XP_001468164.1) e LiHyD (XP_001468360.1)
foram preditos usando os programas SwissProt (web.expasy.org/docs /swiss-prot) e
IEDB (www.iedb.org), nos quais a sequéncia de aminoacidos na estrutura primaria da
proteina mais provavel de ser acessivel, foi identificada aplicando os seguintes

parametros: Window Size of 12 e Threshold of 1.0. Os aminoacidos considerados
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positivos foram marcados na estrutura da proteina, e o programa ABCpred
(www.imtech.res.in/raghava/abcpred/) foi utilizado para predizer os epitopos lineares,
guando foram aplicados os seguintes parametros: Window Size de 16 e Threshold de
0,85. Neste caso, as sequéncias que apresentaram valores acima de 0,85 foram
consideradas positivas, e 0s aminocidos foram marcados na estrutura da
proteina. Aqueles considerados positivos em ambas as analises foram usados para
construir o epitopo de célula B de cada proteina. Nesse contexto, sete epitopos foram
identificados e posteriormente ligados por meio de residuos de glicina para evitar a
sobreposicdo espacial dos peptideos. A estrutura secundaria da quimera Bl foi
predita usando o programa JPRED (Drozdetskiy et al., 2015), enquanto que as
caracteristicas fisico-quimicas foram avaliadas pelo programa Protparam (Gasteiger
et al., 2005).

4.5.2 Quimera B2

As sequéncias de aminoacidos de proteinas expressas nas espécies de L.
braziliensis: proibitina (XP_001568126.1);hipotética(XP_001568689.1), enolase (XP_
001563419.1) e triparedoxina peroxidase (XP_001563558.1), foram avaliadas para
prever epitopos de células B, usando
os servidores SwissProt (web.expasy.org/docs/swiss-prot) e IEDB ( www.iedb.org ),
nos quais a sequéncia de aminoacidos na estrutura priméria da proteina mais
provavel de ser acessivel, foi identificada aplicando os seguintes parametros: Window
Size of 12 e Threshold of 1.0. Os aminoé&cidos considerados positivos foram marcados
na estrutura da proteina, e 0 programa ABCpred
(www.imtech.res.in/raghava/abcpred/) foi utilizado para predizer os epitopos lineares,
quando foram aplicados os seguintes parametros: Window Size de 16 e Threshold de
0,85. Neste caso, as sequéncias que apresentaram valores acima de 0,85 foram
consideradas positivas, e 0s aminoacidos foram marcados na estrutura da
proteina. Aqueles considerados positivos em ambas as analises foram usados para
definir o epitopo de célula B de cada proteina. Nesse contexto, sete epitopos foram
identificados e posteriormente ligados por meio de residuos de glicina para evitar a
sobreposicao espacial dos peptideos e fornecer flexibilidade a proteina. A estrutura
secundaria da quimera B2 foi predita usando o servidor JPRED (Drozdetskiy et al.,

2015). O servidor ProtParam (Gasteiger et al., 2005) foi utilizado para avaliar as
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caracteristicas fisico-quimicas da proteina quimérica, enquanto o servidor PepCalc
(www.pepcalc.com) foi utilizado para avaliar a solubilidade da proteina. Os sete
peptideos selecionados também foram sintetizados pela técnica F-moc (Machado-de-
Avila, 2011). Em resumo, os peptideos foram separados da resina de amina utilizando
acido trifluoracético e removedores adequados. Em seguida, foram diluidos em agua
milli-Q e submetidos a um processo de purifica¢ado utilizando cromatografia liquida de
alta eficiéncia em uma coluna de fase reversa C18, com uma vazao de 1,0 mL/min.

Para verificar a pureza dos peptideos, foi realizado o ensaio MALDI-TOF-TOF.

4.6 Expressao e purificacdo das quimeras Bl e B2

O gene que codifica as proteinas polipeptidicas B1 e B2 foram sintetizados
comercialmente no vetor pET28a-TEV (Genscript®, EUA) e bactérias Escherichia coli
Artic Express (DE3, Agilent) foram transformadas com os respectivos plasmideos. As
bactérias foram cultivadas em meio Luria-Bertani (LB), em shaker (Cientec
Equipamentos Cientificos Ltda. 2005), sob agitacdo, a 200rpm, juntamente com 20
Mg/mL de gentamicina e canamicina 40 pg/mL (Sigma-Aldrich, EUA), até a densidade
otica (DO) da cultura alcancar aproximadamente uma leitura de 0,6, em comprimento
de onda de 600 nm, quando uma aliquota de 1 mL foi removida, sendo correspondente
ao tempo nao induzido. Seguidamente, as culturas foram induzidas com 1.0 mM de
isopropil B-D-tiogalactopiranosideo (IPTG; Promega, Montreal, Canada), por 24 h a
12°C e apoés a inducao, aliquotas de 1 mL foram retiradas para confirmacdo da
expressdo em gel SDS-PAGE. Posteriormente, as células foram colhidas por
centrifugacéo a 3.000 x g por 10 min a 4°C. A lise dos pellets foi realizada em solucéo,
contendo 0,25 mg/mL de lisozima, 20mM de Tris, 0,5M de NaCl, 5 mM de imidazol,
8M de uréia e 1 mM B-mercaptoetanol (adquiridos de Sigma-Aldrich, EUA). Entao, os
lisados foram sonicados em banho de gelo (7 pulsos de 30 seg a 36MHz, com
intervalos de 30 seg), seguidos por seis ciclos de congelamento em nitrogénio liquido
a -196°C e descongelamento em banho-maria a 37°C. As amostras foram
centrifugadas a 14.000 x g por 40 min e depois armazenada a 4°C. As proteinas
guiméricas foram expressas com cauda de seis residuos de histidina e purificadas
através de cromatografia de afinidade em coluna de niquel nitrilotriacético (Ni-NTA)
(GE Healthcare Life Sciences, EUA). Para isso, o0 sobrenadante foi carregado em uma
coluna Ni-NTA, que foi pré-equilibrada com solu¢édo contendo 20 mM de Tris, 0,5M de
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NaCl, 5 mM de imidazol, 8M de uréia e 1 mM B-mercaptoetanol (adquiridos de Sigma-
Aldrich, EUA) e, em seguida, conectado a um sistema AKTA. A quimera foi eluida
usando 0 mesmo tampdo mais imidazol 400 mM. As fracbes eluidas foram
concentradas em filtro centrifugo Amicon® ultra-15, com limite de peso molecular
nominal de 10.000 (NMWL, Millipore, Alemanha), e posteriormente purificado em uma
coluna de filtracdo em gel Superdex™ 200 (GE Healthcare, EUA). Sais e imidazol
foram removidos por dialise usando PBS. As quimeras foram passadas por uma
coluna de polimixina-agarose (Sigma-Aldrich, EUA) para remover qualquer conteudo
residual de endotoxina (Quantitative Chromogenic Kit Limulus Amebocyte Assay
QCL-1000, BioWhittaker, MD, EUA). As proteinas purificadas B1 e B2 foram aplicadas
em gel SDS-PAGE a 12%, no qual utilizou-se um padrao PageRuler (Invitrogen™, Life
Technologies, EUA) para confirmacdo do peso molecular das proteinas B1 e B2 e,

entdo, a amostra foi aliguotada e estocada a -80°C, até o momento do uso.

4.7 Eletroforese em gel de poliacrilamina SDS-PAGE

As amostras obtidas nos ensaios de expressao e purificacdo foram submetidas
a separacao por eletroforese em géis desnaturantes (SDS-PAGE 12%) em sistema
de eletroforese vertical, Mini-PROTEAN® Tetra Vertical Electrophoresis Cell (BioRad).
Os géis de separacdo foram preparados utilizando as solug¢des Bis-acrilamida 40%,
diluida a 12,5% v/v e 1,5 M de Tris-HCI pH 8.8, 0,4% de SDS. A polimerizacdo dos
géis ocorreu com a adicdo de 0,5% (v/v) de persulfato de amonio e 0,05% (v/v) de
NNN’N’N-tetrametiletiienodiamina (TEMED). Os géis de concentragcdo foram
preparados de modo semelhante aos de separacédo, porém a 4% de Bis-Acrilamida e
com solucéo 0,5 M de Tris-HCI, pH 6.8. As amostras foram diluidas na propor¢éo de
5:1 em tampao de amostra 6x (125 mM Tris hidroximetil aminometano, SDS 2% vlv,
Azul de Bromofenol, Glicerol P.A. 60% v/v e B-mercaptoetanol 10% v/v). As amostras
com tampao foram aquecidas a 100°C durante 5 minutos para a desnaturacdo das
proteinas e, posteriormente, aplicadas 36 pL no gel para a separacao eletroforética.
A eletroforese foi realizada utilizando tampao 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 o gel separador e, em seguida, a 150 Volts. Apés a corrida,
0s géis foram incubados com solucdo corante Coomassie Blue (Comassie Brilliant
Blue R-250 0,1% p/v, Comassie Brilliant Blue G-250 0,1% p/v, Metanol 50% v/v, Acido
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acético 10% v/v e 4gua destilada) e, em seguida, descorados por lavagens sucessivas
em solucdo descorante (acido acético 10%, metanol 30% e agua destilada 60%),

possibilitando a visualizacdo das bandas proteicas no gel.

4.8 Ensaios de Western-blotting usando a quimera B1

Experimentos de Western-blotting foram realizados como descrito por Towbin
et al. (1979), com modificacbes. Para tal, apdés o preparo do gel SDS-PAGE, no qual
foram aplicados 10 pg da proteina, foi realizada a transferéncia para membranas de
nitrocelulose (NC, poro de 0,2 um, Millipore) em tampéao de transferéncia (0,192 M
glicina, 0,025 M tris e metanol 20%), a 100 V por 1 h e 30 min. As membranas foram
bloqueadas com PBS-T 1x (PBS 1x, pH 7,4 e Tween 20 a 0,05% v/v), e albumina
bovina a 5%, por 1 h a 37°C, e posteriormente, lavadas com PBS-T 1x. As membranas
foram incubadas individualmente frente a um pool de soros de cdes com LV ou nao
infectados (ambos diluidos 1:100 em solu¢do PBS-T 1x). Em seguida, as membranas
foram lavadas e incubadas com anticorpo secundario especifico (anti-IgG total de cao)
conjugado a enzima peroxidase (Sigma-Aldrich), diluido em PBS-T 1x (1:20.000) e
incubados 1h a 37°C. ApOs realizacdo de duas lavagens com PBS-T 1x, seguida por
duas lavagens de PBS 1x, o substrato (cloronaftol 6,25 mg, metanol 4%,
diaminobenzidina 12,5 mg, 20 uL de peroxido de hidrogénio (H202) 20 vols. e PBS
1x para um volume final de 25 mL) foi acrescentado para a revelacdo da reacdo. A
reacao foi interrompida com agua destilada e as membranas foram secas em papel
de filtro. Como um controle de proteina, um anticorpo monoclonal anti-
HisTag (catalogo MA1-21315; Thermo Fisher Scientific, EUA) também foi adicionado.

4.9 ELISA

4.9.1 ELISA para o diagnéstico da LVC

Para avaliar a antigenicidade da proteina B1 e do SLA de L. infantum, curvas
de titulagcdo foram realizadas para determinar a melhor concentracdo da quimera
recombinante ou do SLA, bem como a melhor diluigdo dos conjugados a serem
utilizados nos testes sorologicos. Placas de microtitulacdo para ELISA de 96 pocos
(JetBiofil®, China) foram sensibilizadas com 0.5 e 1.0 yg/pogo de proteina quimérica
ou SLA de L. infantum, respectivamente. Os antigenos foram diluidos em 100 L de

tampéao (carbonato de sédio 0,1M e bicarbonato de sédio 0,05 M, pH 9,6) e incubadas
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durante 16 h a 4°C. O bloqueio da placa foi realizado usando 250 pl de PBS 1x mais
Tween 20 a 0,05% (PBS-T) combinado com 5% de albumina de soro bovino durante
1 h e a 37°C. Apos 5 lavagens, as placas foram incubadas com 100 pyL dos soros
individuais (em duplicata) a uma diluicdo de 1:100 de soro canino em tampé&o de
incubacado (Tl — solugdo de lavagem acrescida de 0,05% de albumina bovina). As
amostras permaneceram em incubacédo durante 1 h e a 37°C e entéo as placas foram
lavadas novamente por 5 vezes. Os anticorpos anti-IgG (Anticorpo Anti-lgG. St. Louis:
Sigma-Aldrich), conjugados a peroxidase, foram utilizados em uma diluicdo de
1:5.000, diluidos em Tl e aplicados 100 uL por pogo, permanecendo em incubacgao a
37°C por 1 h. As placas foram lavadas por 5 vezes e incubadas com 100 uL da solugao
reveladora (10 mL de tampé&o citrato-fosfato (Na2HPO4 24 mM e &cido citrico 17,5 mM
para 1 L de agua destilada, pH 5,0); 2 mg de orto-fenilenodiamina (OPD) (St. Louis:
Sigma-Aldrich) e 2 pL de H202 durante 30 min e protegido da luz. A reacdo de
revelacao foi interrompida adicionando-se 25 L de solugao de acido sulfurico (H2SO4)
a 3 M e a leitura foi realizada em espectrofotobmetro (Molecular Devices, Spectra Max
Plus, Canada), no comprimento de onda de 492 nm. Pools positivos e negativos foram

utilizados como controles.

4.9.2 ELISA para o diagnostico da LT e LV humana

Para avaliar a antigenicidade da proteina B2, dos peptideos sintéticos bem
como do SLA de L. infantum e SLA de L. braziliensis, curvas de titulagdo foram
previamente realizadas para determinar a melhor concentracdo destes, e também a
melhor diluicdo dos conjugados a serem utilizados nos testes soroldgicos. Para isso,
foram testadas diferentes concentragdes de antigenos (0,10 pg—20,0 ug), bem como
concentragcdes de amostras de soro (1:100 a 1:1000) e anticorpo secundério anti-IgG
humano conjugado com peroxidase (1:2500 a 1: 40.000). Nesse contexto, placas de
microtitulacdo para ELISA de 96 pocos (JetBiofil®, China) foram sensibilizadas com
0.25 ug/pogo de proteina quimera B2; 0,5 ug/pogo de cada peptideo sintético; e 1,0
Mg/poco de SLA. Os antigenos foram diluidos em 100 pyL de tampéao (carbonato de
sédio 0,1M e bicarbonato de sddio 0,05 M, pH 9,6) e incubadas durante 16 h a 4°C. O
blogueio da placa foi realizado usando 250 ul de PBS 1x mais Tween 20 a 0,05%
(PBS-T) combinado com 5% de albumina de soro bovino (BSA) durante 1 h e a 37°C.

Apos 5 lavagens com PBS-T, as placas foram incubadas com 100 pL dos soros
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individuais (em duplicata) a uma diluicdo de 1:100 de soro para peptideos sintéticos e
SLA, e 1:200 para quimera B2, em tampao de incubacao (T| — solucdo de lavagem
acrescida de 0,05% de albumina bovina). As amostras permaneceram em incubacao
durante 1 h e a 37°C e entdo as placas foram lavadas novamente por 5 vezes. Os
anticorpos anti-lgG peroxidase humana (Anticorpo Anti-IgG humano-peroxidase
produzido por Sigma: A6029. St. Louis: Sigma Aldrich), foram utilizados em uma
diluicdo de 1:10.000 para peptideos sintéticos e SLA, e 1:20.000 para quimera B2,
diluidos em Tl e aplicados 100 uL por poco, permanecendo em incubacgao a 37°C por
1 h. As placas foram lavadas por 5 vezes e incubadas com 100 pL da solucao
reveladora (10 mL de tamp&o citrato-fosfato (Na2HPO4 24 mM e &cido citrico 17,5 mM
para 1 L de agua destilada, pH 5,0); 2 mg de orto-fenilenodiamina (OPD) (St. Louis:
Sigma-Aldrich) e 2 yL de H202 durante 30 min e protegido da luz. A reacédo de
revelacao foi interrompida adicionando-se 25 pL de solug&o de acido sulfurico (H2SO4)
a 2 M e a leitura foi realizada em espectrofotdmetro (Molecular Devices, Spectra Max
Plus, Canada), no comprimento de onda de 492 nm. As amostras de soro foram

avaliadas no mesmo dia a fim de reduzir a variagdo experimental.
4.10 Kit comercial para LVC

A eficacia comparativa da quimera B1 foi avaliada com o kit EIE-CVL®, (kit EIE-
CVL®, BioManguinhos, Rio de Janeiro, Brasil) que € preparado com extrato antigénico
bruto do parasito e foi utilizado neste estudo de acordo com as normas do fabricante.
Foram avaliadas amostras de soro de cdes com LV sintomaticos (n=25) e
assintométicos (n=25).

4.11 Anélises estatisticas

As analises estatisticas foram realizadas no software Graph Pad Prism (versdo
6.0 para Windows). O ponto de corte dos experimentos para cada antigeno testado
foi estabelecido usando Curvas Receiver Operator characteristic (ROC) que foram
construidas e usadas para avaliar a acuracia dos antigenos. Tabelas de contingéncia
e o teste de Fisher foram utilizados para comparar os resultados obtidos para cada
antigeno, os quais foram estimados pela avaliagdo de seus percentuais de
sensibilidade diagndstica (DSe%), porcentagem de especificidade diagndstica

(DSp%), valor preditivo positivo (VPP), valor preditivo negativo (VPN), area sob a
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curva (AUC) e razdo de verossimilhanga (LR). Intervalos de confianca (IC) foram
calculados usando um nivel de confianca de 95% (IC 95%). As diferencas foram

consideradas significativas quando P<0,05.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Conforme regem as normas gerais do Programa de POs-Graduacdo em
Ciéncias da Saude: Infectologia e Medicina Tropical da UFMG, segundo a Resolucéo
n°® 02/2013, de 18 de setembro de 2013, os resultados e discussdo deste relatorio
serdo apresentados sob a forma de dois artigos cientificos ja publicados nas revistas

Veterinary Parasitology e Microbial Pathogenesis.

5.1 Apresentacdo do artigo “Serodiagnosis of canine leishmaniasis using a
novel recombinant chimeric protein constructed with distinct B-cell epitopes
from antigenic Leishmania infantum proteins” publicado na revista Veterinary
Parasitology.” Neste trabalho, a proteina quimera B1 foi avaliada em ELISA para o

diagnéstico da LV canina.

5.2 Apresentacao do artigo “Evalluation from a B-cell epitope-based chimeric
protein for the serodiagnosis of tegumentary and visceral leishmaniasis”
publicado na revista Microbial Pathogenesis.” Neste trabalho, a proteina quimera

B2 foi avaliada em ELISA para o diagnostico da LV e LT humana.
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1. Introduction

Visceral leishmaniasis (VL) is a neglected tropical disease that pre-
sents a significant impact on global public health, where 0.5 million new
cases are registered per year (WHO, 2018). In the Americas, the infec-
tion is caused by the parasite Leishmania infantum, with dogs being the
main domestic reservoirs and representing the major source of infection
for sand fly vectors (Alvar et al., 2004; Giunchetti et al., 2006). Measures
to control disease dissemination have not contributed to a reduction in
the number of human cases (Dantas-Torres et al., 2019). In addition,
canine leishmaniasis (CanL) presents a more relevant epidemiological
context due to the higher number of the canine disease cases, when
compared to human VL, and, in this context, the improvement in diag-
nosis of CanL is urgently required to avoid the spread of disease for both
mammalian hosts (Costa et al., 2018; Ribeiro et al., 2018).

The diagnosis of CanL is conducted by means of serological, molec-
ular, and parasitological tests, with parasitological methods being the
reference standard. However, in endemic areas, serological tests can be
better used in epidemiological surveys to facilitate diagnosis (Borja
et al., 2018; Pessoa-E-Silva et al., 2019). In this context, recombinant
proteins have overcome the limitations for VL diagnosis in the sero-
logical assays due to the use of crude antigen extracts, and such antigens
have been tested in prototypes to detect humoral reactivity in
L. infantum-infected dogs (Souza et al., 2012; Fraga et al., 2014; Oliveira
et al., 2015; Coelho et al., 2016; Dias et al., 2018). Otherwise, com-
mercial kits have been produced to detect CanL; however, although they
present high sensitivity to detect symptomatic cases, the sensitivity is
reduced when asymptomatic animals are evaluated, due to the lower
presence of specific antibodies in the sera of these animals (Costa et al.,
2013; Souza-Filho et al., 2016), which is an important problem due to
the higher prevalence of asymptomatic disease among the infected an-
imals. In addition, these kits present also cross-reactions, mainly when
sera samples from dogs infected by other pathogens, such as Trypano-
soma cruzi, Ehrlichia canis and Toxoplasma gondii, among others, are
evaluated (Troncarelli et al., 2009; Pessoa-E-Silva et al., 2019).

In an immunoproteomic approach performed in L. infantum pro-
mastigote and amastigote protein extracts with the sera of asymptomatic
and symptomatic VL dogs, animal antibodies identified parasite proteins
that could be considered for the improvement of the diagnosis of VL
(Coelho et al., 2012). In fact, some of these proteins were individually
tested in recombinant formats for this biological purpose. LiHyD
(XP_001468360.1), a Leishmania-specific hypothetical protein, was
evaluated as a diagnostic marker for CanL, and successful results were
obtained (Lage et al., 2016). Another protein, the IgE-dependent hista-
mine-releasing factor (HRF; XP_001465979.1), was also identified in the
study and showed high values of sensitivity and specificity for the
diagnosis of CanL (Coelho et al., 2016). A hypothetical Leishmania
amastigote-specific protein, called LiHypl (XP_001468941.1), which
presents homology to the super-oxygenase gene family, was also
well-evaluated for the diagnosis of CanL (Martins et al., 2013). The
p-tubulin (XP_001468164.1) protein also identified in the cited immu-
noproteomics study was evaluated in a recombinant version for the
diagnosis of leishmaniasis (Duarte et al., 2015).

Based on the possibilities to construct novel recombinant proteins for
the diagnosis of CanL, chimeric proteins have shown advantages when
compared to the use of individual proteins, since they are single mole-
cules consisting of distinctly specific B-cell epitopes of different parasite
proteins (Boarino et al., 2005; Santos et al., 2020). In this context,
chimera could help to improve the sensitivity and specificity of the tests,
mainly by eliminating the presence of other undesired dominant epi-
topes. Therefore, in the present study, specific B-cell epitopes were
selected from amino acid sequences of the four L. infantum proteins
(LiHyD, LiHypl, HRF, and p-tubulin). The gene codifying a novel
chimeric protein was designed, and the protein was expressed, purified,
and evaluated as a CanL marker. In addition, the performance of this
chimeric protein was compared with a commercial kit to identify
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asymptomatic and symptomatic cases of the disease.
2. Materials and methods
2.1. Ethics

The Ethical Handling of Research Animals (CEUA) from the Federal
University of Minas Gerais (UFMG; Belo Horizonte, Minas Gerais, Brazil)
approved this study with the protocol number 144,/2020.

2.2. Dog samples

The sample size consisted of 190 dogs (Canis familiaris), consisting of
males (n = 111) and females (n = 79) of different breeds and ages, which
were collected from an endemic area of VL (Belo Horizonte, Minas
Gerais, Brazil). The samples used here were derived from a sera bank
located at the Laboratory of the Post-Graduate Program in Health Sci-
ences: Infectious Diseases and Tropical Medicine at the UFMG School of
Medicine, where they were stored at —70 °C. A conventional PCR
technique was used to confirm the L. infantum infection in both
asymptomatic and symptomatic animals, when their blood and/or bone
marrow samples were collected and applied in the tests, according to
that described elsewhere (Reis et al., 2013). Briefly, L150/L152 primers
were used to amplify the conserved region of the Leishmania kDNA
minicircle, and the reaction consisted of a 1x buffer (10 mM Tris-HCI
plus 50 mM KCI pH 8.8), 1.5 mM MgCly, 0.2 mM dNTP, 1.0 pmol of
each primer, 0.76 U Taq polymerase, 1.0 pL DNA, and milli-Q water,
added to a final volume of 12.5 pL. PCR amplification was performed in
a 96-well Thermal Cycler (Applied Biosystems), using the program:
initial denaturation for 6 min at 96 °C, followed by 40 cycles of 30 s at 93
°C, 30 sat 64 °C, and 30 s at 72 °C, with a final extension for 7 min at 72
°C. In addition to the confirmation of infection provided by the PCR
technique, symptomatic dogs (n = 25) presented three or more of the
following clinical signals: alopecia; onychogryposis; hepatomegaly;
conjunctivitis; adenopathy; exfoliative dermatitis on the nose, tail, and
ear tips; weight loss; splenomegaly; lymphadenomegaly; and renal
azotemia. Otherwise, asymptomatic animals (n = 25) presented no sign
of disease. Sera from healthy dogs living in endemic (n = 30; Belo
Horizonte) or non-endemic (n = 25; Pogos de Caldas, Minas Gerais,
Brazil) areas of CanL were also used. These animals presented no sign of
CanlL and showed negative parasitological (PCR technique) and sero-
logical (EIE-CVL® kit, BioManguinhos, Rio de Janeiro, Brazil) results. In
addition, sera of healthy dogs immunized with Leish-Tec® vaccine (n =
25), as well as from those experimentally infected with Ehrlichia canis (n
= 25), Babesia canis (n = 15), or Trypanosoma cruzi (n = 20), all of which
were maintained in kennels to avoid their contact with transmitting
vectors of disease, were also used.

2.3. Parasite and preparation of the Leishmania antigen

Leishmania infantum (MOM/BR/1970/BH46) stationary promasti-
gotes were maintained in Schneider’s medium (Sigma, St. Louis, MO,
USA), together with inactivated fetal bovine serum (20 %; FBS, Sigma-
Aldrich, USA), 20 mM ti-glutamine, 200 U/mL penicillin, and 100 pg/
mL streptomycin, pH 7.4, at 24 °C. The soluble Leishmania antigenic
extract (SLA) was prepared according to that described elsewhere
(Coelho et al., 2009). For this, stationary promastigotes (2 x 10° cells)
were maintained in complete Schneider’s medium and submitted to five
alternating cycles of freezing and thawing, using liquid nitrogen and
water bath, respectively. Parasites were additionally ruptured by soni-
cation in an Ultrasonic processor (GEX600 model), where five cycles of
30 s at 38 MHz were applied. The material was centrifuged at 10,000 x g
for 15 min at 4 °C, at which time the L. infantum SLA present in the
supernatant was collected, and the protein concentration was estimated
by the Bradford method (Bradford, 1976).
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2.4. Bioinformatics for the mapping of B-cell epitopes to construct the
chimera

B-cell epitopes of the LiHypl (XP_001468941.1), HRF
(XP_001465979.1), f-tubulin  (XP_001468164.1), and LiHyD
(XP_001468360.1) proteins were predicted using the SwissProt (web.
expasy.org/docs/swiss-prot) and IEDB (www.iedb.org) programs, in
which the amino acid sequence in the protein primary structure that was
most likely to be accessible was identified by applying the following
parameters: Window Size of 12 and Threshold of 1.0. The amino acids
considered positive were marked in the protein structure, and the
ABCpred (www.imtech.res.in/raghava/abcpred/) program was used to
predict the linear epitopes, when the following parameters were applied:
Window Size of 16 and Threshold of 0.85. In this case, sequences pre-
senting values above 0.85 were considered positive, and the amino acids
were marked in the protein structure. Those considered positive in both
analyses were used to construct the B-cell epitope of each protein. In this
context, seven epitopes were identified and subsequently linked with
glycine residues to avoid the spatial overlap between them, and the
secondary structure of the chimera was predicted using the JPRED
program (Drozdetskiy et al., 2015), while the physical-chemical char-
acteristics were calculated by the Protparam program (Gasteiger et al.,
2005).

2.5. Expression and purification of recombinant chimera

The gene encoding the chimeric protein was commercially synthe-
tized in the pET28a-TEV vector (Genscript®, USA), and Artic Express
cells were transformed with it. Bacteria were grown in Luria-Bertani
(LB) medium, together with 100 pg/mL ampicillin (Sigma-Aldrich,
USA), until reaching the optical density value of 0.600 at 600 nm, when
the expression of recombinant protein was induced by adding 1 mM
isopropyl p-p-thiogalactopiranoside (IPTG; Promega, Montreal, Can-
ada), for 4 h at 12 °C. Cells were then harvested by centrifugation at
3,000 x g for 10 min at 4 °C, and the pellet was lysed in PBS containing
0.25 mg/mL lysozyme, 25 U/mL benzonase nuclease, 10 mM imidazol, 1
mM PMSF, and 2 mM f-mercaptoethanol (all purchased from Sigma-
Aldrich, USA). Lysates were sonicated seven times in an ice bath for
30 s each (36 MHz), with a 30 s rest, followed by six cycles of freezing
(liquid nitrogen, -196 °C) and thawing (water bath, +37 °C), at which
time they were stored at 4 °C. The chimeric protein was expressed as a 6-
His tagged protein and purified in a nickel nitrilotriacetic (Ni-NTA)
column (GE Healthcare Life Sciences, USA). For this, the supernatant
was loaded into a Ni-NTA column, which was pre-equilibrated with PBS,
containing 10 mM imidazole, 1 mM PMSF, and 2 mM p-mercaptoetha-
nol, and then connected to an AKTA system. The chimera was eluted
using the same buffer plus 400 mM imidazole. The eluted fractions were
concentrated in Amicon® ultra-15 centrifugal filter, with a 10,000
nominal molecular weight limit (NMWL, Millipore, Germany), and
further purified on a Superdex™ 200 gel-filtration column (GE Health-
care, USA). Salts and imidazole were removed by dialysis using PBS. The
chimera was passed through a polymyxin-agarose column (Sigma-
Aldrich, USA) in order to remove any residual endotoxin content
(Quantitative Chromogenic Limulus Amebocyte Assay QCL-1000 Kkit,
BioWhittaker, MD, USA). An SDS-12 % PAGE gel was performed to
evaluate the purity of the purified protein, and a low range PageRuler
Unstained Protein Ladder (Invitrogen™, Life Technologies, USA) was
used as a molecular weight control.

2.6. ELISA experiments

To perform the ELISA experiments using the chimera and L. infantum
SLA, previous titration curves were performed to determine the antigen
concentration and antibody dilution to be used. In this context, the
concentrations of 0.5 and 1.0 pg per well, respectively, were used to coat
microtiter immunoassay plates (Jetbiofil®, Belo Horizonte), when
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antigens were diluted in coating buffer (100 pL; 50 mM carbonate buffer
pH 9.6) and incubated for 16 h at 4 °C. Next, free binding sites were
blocked using PBS-T (250 pL; phosphate buffer saline plus Tween 20
0.05 %), together with 5% bovine serum albumin for 1 h at 37 °C. Next,
plates were washed five times with PBS-T and incubated with dog sera
(100 pL, 1:100 diluted in PBS-T) for 1 h at 37 °C. Plates were subse-
quently washed with PBS-T and incubated with anti-mouse IgG perox-
idase conjugated antibody (1:5,000 diluted in PBS-T) for 1 h at 37 °C.
Next, plates were washed with PBS-T and reactions were developed by
incubation with a solution (100 pL per well) composed of HyO3 (2 pL),
ortho-phenylenediamine (2 mg), and citrate-phosphate buffer (10 mL),
at pH 5.0 for 30 min in the dark. Next, these reactions were stopped by
adding 2 N H2S04 (25 pL per well), when the optical density (OD) values
were read in a spectrophotometer (Molecular Devices, Spectra Max Plus,
Canada) at 492 nm. Experiments were performed on the same day,
aiming to reduce the experimental variation and interference in the
interpretation of data.

2.7. Immunoblottings assays

An SDS-12 % PAGE gel was performed applying the chimera (10 pg),
which was then blotted onto a nitrocellulose membrane (0.2 pm pore
size, Sigma-Aldrich, USA). Next, membranes were blocked with PBS-T
plus 5% (v/v) bovine serum albumin and incubated for 1 h at 37 °C
before undergoing the first incubation with VL (n = 4) and healthy (n =
4) dog serum pools, which were both 1:100 diluted in PBS-T. Mem-
branes were washed with PBS-T, and an anti-dog IgG peroxidase con-
jugated antibody was added (1:20,000 diluted in PBS-T; Sigma-Aldrich,
USA), and an incubation was performed for 1 h at 37 °C. Reactions were
developed by adding chloronaphtol, diaminobenzidine, and HyO3 for 30
min, and were stopped by using distilled water. Like a protein control,
an anti-HIS Tag monoclonal antibody (catalog MA1-21315; Thermo
Fisher Scientific, USA) was also added.

2.8. Commercial kit for the diagnosis of CanL

The EIE-CVL® kit (BioManguinhos, Rio de Janeiro, Brazil), which is
prepared using a parasite crude antigenic extract, was used in our study
according to manufacturer instructions. Serum samples of symptomatic
and asymptomatic VL dogs (n = 25 in both cases) were evaluated against
the kit to compare its efficacy with that obtained using the recombinant
chimera.

2.9. Statistical analysis

The individual OD values obtained for each sample in the serological
assays were analyzed by GraphPad Prism™ (version 6.0 for Windows)
and Receiver Operating Characteristic (ROC) curves were constructed to
calculate the sensitivity (Se), specificity (Sp), area under the curve
(AUC), confidence intervals (CI) with a 95 % confidence level (95 % CI),
positive predictive value (PPV), negative predictive value (NPV), and
Youden index (Y). The cut-off values for each tested antigen were
determined by using ROC curves and were defined based on the Youden
index, which provided the maximum sensitivity and specificity values.
Differences were considered significant with P < 0.05.

3. Results
3.1. Bioinformatics, construction of chimera, and immunoblottings

The following B-cell epitopes were identified by bioinformatics as-
says in the four target proteins: YEPGDFIRAHIDNL and
LPVEAQRFSLVFRR for LiHyp1, CPFDVEGDIMYVVN-
GRYIDVGGEDYGISA for HRF, VPRAVLMDLEPGTM and AKNMM-
QAADPRHGR for p-tubulin, and IGQQPGGGMMDGLS and
DVQDGHMGPQQADA for LiHyD. The secondary structure of the
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chimera was predicted using the JPRED program (Fig. 1). The presence
of alpha-helix is indicated in red color, while beta-leaves are represented
in blue color. The figure also shows the confidence estimate for the
epitope prediction, indicating that high values represent high confi-
dence for the prediction. The physical-chemical parameters were
calculated and showed that the chimera presents 125 amino acid resi-
dues and a molecular weight of 13.04 kDa. The instability index showed
that the protein is stable in in vivo and in vitro conditions, and the
aliphatic index indicated that it is also thermostable. The protein was
submitted to an SDS-12 % PAGE gel (Fig. 2A), where its purity was
visualized, and immunoblottings demonstrated that the chimera was
recognized by a VL dog serum pool but not through the healthy dog
serum pool (Fig. 2B).

3.2. Diagnostic evaluation of CanL

The diagnostic efficacy of the chimera was evaluated by means of
ELISA experiments. Results showed that the protein was identified by all
sera from asymptomatic and symptomatic VL dogs, with Se and Sp
values, as well as from PPV and NPV, of 100 % in all cases (Table 1).
L. infantum SLA used as a comparative antigen showed Se and Sp values
of 26.0 % and 96.4 %, respectively. Such a fact was mainly based on the
weak reactivity of this antigen extract being identified by asymptomatic
dogs sera. The PPV and NPV values were of 72.2 % and 78.5 %,
respectively. In addition, the individual OD values in reaction against
the chimera and SLA are also shown (Fig. 3).

3.3. Testing the specific-chimera ELISA reactivity against a commercial
kit

The performance of the chimeric protein was compared to the EIE-
CVL® kit to detect asymptomatic and symptomatic CanL cases. Results
showed that, when asymptomatic dog samples were evaluated against
the chimera and commercial kit, the positivity was found in 25 and 15
sera samples (n = 25), respectively, resulting in 0 % and 40.0 % of false-
negative results (Table 2). Testing symptomatic dog samples, the posi-
tivity was found in 25 and 21 sera samples (n = 25), respectively,
resulting in 0 % and 16.0 % of false-negative results (Table 3).

4. Discussion

An immunoproteomics approach performed in L. infantum antigenic
extracts against sera samples from asymptomatic and symptomatic CanL
identified parasite proteins that could be tested as diagnostic antigens
for disease (Coelho et al., 2012). In fact, identified antigens, such as
LiHyD, LiHyp1, HRF, and -tubulin were individually tested as recom-
binant proteins for the diagnosis of canine and/or human disease, and
results were satisfactory (Martins et al., 2013; Duarte et al., 2015;
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Coelho et al., 20165 Lage et al., 2016). Hence, our purpose was to select
specific B-cell epitopes of these four parasite proteins, aiming to
construct a novel synthetic gene, as well as to express and purify the
recombinant chimeric protein and analyze it within the diagnosis of
CanL context.

With the performed experiments, high and specific reactivity was
found when testing L. infantum-infected dogs sera. In addition, low cross-
reactivity was observed when sera from healthy dogs or those presenting
CanL-related diseases were tested in the serological experiments. The
performance of chimera was compared with a commercial kit in order to
identify asymptomatic and symptomatic CanlL cases, and results showed
a better performance for the recombinant antigen, when compared to
results obtained using the commercial kit, thus demonstrating the
feasibility to test this novel protein in future studies for a sensitive and
specific diagnosis of CanL.

Symptomatic CanL causes severe disease in the infected animals,
where a usually high parasite load is found in distinct organs (Goncalves
etal., 2019). In addition, a suppressed immune response in such animals
is also found (Reis et al., 2009). However, most of the infected dogs
remain asymptomatic for months or years, although they are potential
sources of parasites for the vectors and represent a risk for ongoing
transmission to humans (Lopes et al., 2020). Otherwise, the diagnostic
tools for CanL present high accuracy to diagnose symptomatic cases, but
the asymptomatics are poorly diagnosed by such tests (Carvalho et al.,
2018). In this context, problems still remain to reach a sensitive and
specific diagnosis of CanL in order to detect both clinical conditions.

Some studies have suggested that the combination of B-cell epitopes
derived from parasite proteins used to create chimeric proteins could
induce to the improvement of a CanL diagnosis (Soto et al., 1998;
2005). This strategy has been also applied for the diag-
nosis of other diseases, such as malaria (Garcia et al., 2013), toxoplas-
mosis (Dai et al., 2012), tuberculosis (Cheng et al., 2011), Chagas
Disease (Camussone et al., 2009), and dengue (Tripathi et al., 2007). The
present study descrlbed a bioinformatics approach to select specific
B-cell epitopes from four Leishmania proteins, which proved to be anti-
genic in VL, aiming to construct a new molecule with the potential to
diagnose CanL. The construct was based on an in silico gene design and
experimental data, and results obtained against our serological panel
showed that this new recombinant antigen was able to detect, with high
Se and Sp values, the symptomatic and asymptomatic animals, as well as
to differentiate them from the healthy dogs or those presenting
cross-reactive diseases, such as ehrlichiosis, babesiosis, and Chagas
Disease. The use of chimeric proteins can enhance the diagnostic po-
tential for diseases, since these molecules are composed of joined anti-
genic fragments representing multiple proteins to create a new
polypeptide-based product (Santos et al., 2020). In addition, this new
antigen will be chemically improved, since undesired epitopes found in
protein native conformations are eliminated from these new constructs,

Boarino et al.,
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Fig. 2. Expression and purification of the
recombinant B-cell chimera. In A, an SDS-12
% PAGE gel was performed to verify the pu-
rity and quality of the recombinant protein. The
low range PageRuler Unstained Protein Ladder
(Invitrogen™, Life Technologies, USA) was
used (lane 1), and the purified protein is shown
(lane 2). In B, an immunoblotting experiment
was performed. The Spectra Multicolor Broad
Range Protein Ladder (Thermo Fisher Scienti-
fic, USA) was used (lane 1). The recombinant
chimera (10 pg) was blotted onto a nitrocellu-
lose membrane and incubated with the CanL
(lane 2) and healthy (lane 3) dog serum pools,
all diluted 1:100 in PBS-T. An anti-HIS Tag
monoclonal antibody (catalog MA1-21315;
Thermo Fisher Scientific, USA) was used as
the control (lane 4).

Serological assays employing the recombinant chimera and the parasite antigenic extract. Serum samples from asymptomatic (n = 25) and symptomatic (n =
25) VL dogs, as well as from non-infected dogs living in endemic (n = 30) or non-endemic (n = 25) areas of disease; sera from Trypanosoma cruzi (n = 20), Babesia canis
(n = 15), or Ehrlichia canis-infected (n = 25) dogs; and samples of Leish-Tec®-vaccinated animals (n = 25) were evaluated in ELISA experiments against the re-
combinant chimera and L. infantum SLA. The optical density values were used to calculate the sensitivity (Se), specificity (Sp), confidence interval (95 % CI), positive

predictive value (PPV), negative predictive value (NPV), and Youden index (Y).

Antigen Sensitivity 95 %CI Specificity 95 %CI PPV 95 %CI NPV 95 %CI Y
Chimera 100 92.89-100 100 97.40-100 100 92.89-100 100 97.40-100 1.00
SLA 26.00 14.63-40.34 96.43 91.86—-98.83 72.22 46.52—-90.31 78.49 71.59-84.38 0.22
A B Fig. 3. Diagnostic evaluation for canine
0.8+ 0.8+ leishmaniasis. ELISA experiments were per-
® formed with serum samples from asymptomatic
0.7 $ o® 0.7+ 6 (CanLa; n = 25) and symptomatic (CanLg; n =
£ 0.6+ A go' £ 0.6+ 25) VL dogs, as well as from non-infected dogs
£ 0549 %o £ 0.5- living in endemic (HC.; n = 30) or non-
g 0.4- P g 0.4- endemic (HCpeq; n = 25) areas of disease, be-
> i o9 ¥ 7o sides the sera from Trypanosoma cruzi- (TC; n =
B 0.3 w50 Al ggeressssssssssssnssssssssssssnnnn a 0.34 20), Babesia canis (BC; n — 15), or Ehrlichia
0.2+ 5 0.2+ canis-infected (EC; n = 25) dogs. Samples from
0.1 s 'ﬂ % 0.1- A Leish-Tec®-vaccinated animals (HCy; n = 25)
0.04 0.0 were also used. Reactions against the recombi-
g 3 g E 3 & 8 8 e g g 5 3 2 9 nant chimeric protein (A) and L. .infantum SLA
3 E T 9 =2 5 5 E = (B) are shown, as well as the Receiver Operator
Curves (C), which were constructed using the
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Table 2

Comparative diagnostic performance of the chimera and commercial kit
for asymptomatic canine leishmaniasis. Serum samples from asymptomatic
dogs (n = 25) were reacted against the recombinant chimeric protein and EIE-
CVL® kit (BioManguinhos, Rio de Janeiro, Brazil). The number and percentage
of positive and negative cases were determined and values are shown.

Antigen Positive/number Positive Negative/number Negative
of samples (%) of samples (%)
EIE-CVL® 15/25 60.0 10/25 40.0
kit
Chimera 25/25 100 0 0
Table 3

Comparative diagnostic evaluation of the chimera and commercial kit for
symptomatic canine leishmaniasis. Serum samples from symptomatic dogs (n
= 25) were reacted against the recombinant chimera and EIE-CVL® kit (Bio-
Manguinhos, Rio de Janeiro, Brazil). The number and percentage of positive and
negative cases were determined, and the values are shown here.

Antigen Positive/number Positive Negative/number Negative
of samples (%) of samples (%)
EIE-CVL® 21/25 84.0 4/25 16.0
kit
Chimera 25/25 100 0 0

making them more specific than parasite antigenic preparations and
more sensitive than the use of single synthetic peptides or individual
proteins, which tends to be more limited due to the scarcity of antigenic
diversity (Soto et al., 1998; Boarino et al., 2005; Fraga et al., 2016).

Otherwise, an efficient diagnosis of CanL is relevant to aid in the
control of human disease, since infected dogs are the main parasitic
domestic reservoirs and contribute to transmition between sand flies and
humans (Dantas-Torres et al., 2019). In this context, serological tests
have been used for the detection of Leishmania-specific antibodies in
host sera. These tests present advantages, such as, practicality, low cost,
and standardization (Fraga et al., 2014; Oliveira et al., 2015; Coelho
et al., 2016). However, serological methods present limitations that
impair the definitive diagnosis of L. infantum infection in dogs, mainly
when samples from asymptomatic animals with subclinical infection
and/or presenting low titers of specific antibodies are evaluated, and
false-negative results can be obtained (Fraga et al., 2016, Hosein et al.,
2017; Solano-Gallego et al., 2017). In these cases, moderate to high
antileishmanial antibody titers can take a longer period of time to in-
crease, following the establishment of infection, or, in some cases, ani-
mals may never develop high titers in response to infection and never
become clinically ill (Dye et al., 1993; Solano-Gallego et al., 2001).
There are also cases where animals become transiently seropositive but
never become infectious. In this context, additional studies are war-
ranted, seeking to solve such important questions related to the use of
serological tests, as well as to find a more suitable antigen able to
identify asymptomatic and symptomatic dogs, and differentiate them
from animals that present past infections and those cured by own their
immune systems (Cardoso et al., 2007; Borja et al., 2018).

In addition, dog’s vaccination along with the use of insecticide-
impregnated collars represent important veterinary interventions
which contribute to reducing Leishmania transmission, mainly in coun-
tries where VL is a zoonotic disease (Dantas-Torres et al., 2020). In this
context, serological tests used to differentiate vaccinated and healthy
dogs from infected dogs are important in the public health context in
such regions (Costa et al., 2013). In our study, vaccinated dogs with a
Brazilian commercial vaccine were not reactive against the recombinant
chimera in the ELISA assays, thus suggesting that this antigen could help
to perform such serological differentiation. In fact, vaccinated animals
living in endemic areas of VL can be further infected, although they tend
not to develop the disease. In this situation, they could be reactive when
evaluated by serological methods and erroneously diagnosed with
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false-positive results (Solano-Gallego et al., 2009; Velez et al., 2020). In
this context, the clinical evaluation by trained professionals is also
required to contribute to the diagnosis of CanL (Santarém et al., 2020).
In our study, sera samples were collected from vaccinated animals that
were living in well-controlled kennels to avoid their contact with
Leishmania transmitting vectors. In this context, the data presented here
suggest that the vaccine did not cause cross-reactivity with the recom-
binant chimera, thus highlighting the potential of this antigen for a
sensitive and specific diagnosis of disease. However, additional studies
aiming to evaluate the recombinant chimera against samples collected
from vaccinated dogs living in endemic areas of VL are warranted, in an
attempt to validate the findings related to the high Se and Sp values
found in the present study so as to verify if such results will be also
maintained in field conditions.

The EIE-LVC kit is a commercial test recommended by the Brazilian
Ministry of Health for CanL diagnoses (Lira et al., 2006). Satisfactory
results have been obtained when samples from symptomatic dogs are
evaluated; however, studies have also shown a poor performance in
detecting asymptomatic cases, as well as animal samples infected by
other pathogens that present antigens that are cross-reactive with
Leishmania parasites. In this context, the association of such kits with
other diagnostic methods is employed mainly to reduce the incidence of
false-negative or false-positive cases (Athanasiou et al., 2014; Dhom--
Lemos et al., 2019; Basurco et al., 2020). In one study, the EIE-CVL® kit
showed Se and Sp values of 72 % and 87.5 %, respectively, for the
diagnosis of symptomatic CanL (Lira et al., 2006), while in another study
these values were 93.8 % and 86.5 %, respectively (Dhom-Lemos et al.,
2019). According to these data, in the present study, the occurrence of
false-negative results was also observed, mainly when asymptomatic
dog sera were evaluated. By contrast, when the recombinant chimeric
protein was tested, all asymptomatic and symptomatic dog sera were
reactive against it in an ELISA assay, suggesting a better diagnostic
potential for this antigen, when compared to the use of a commercial kit.

Another important issue for a precise diagnosis of CanL is the cross-
reactivity with sera samples from coinfections animals with Leishmania-
related species (Alves et al., 2012; Pessoa-E-Silva et al., 2019). Our data
showed that, when SLA was used as an antigen, moderate cross-reaction
with serum samples from dogs infected with E. canis, Babesia canis, or
T. cruzi was found. By contrast, when the chimera was used in the
serological assays, no cross-reactivity was found. In this context, results
suggest that the chimera-based ELISA provides good accuracy for the
diagnosis of CanL, as well as in the differentiation of CanL-related dis-
ease dogs from L. infantum-infected dogs.

The absence of comparative ELISA assay using the own synthetic
peptides that composed the recombinant chimeric protein, as well as the
reduced sample size used in this study, are limitations of this work, since
one could speculate about the necessity to test the chimera against a
larger sample size obtained in field conditions from naturally infected
dogs. However, the preliminary data presented here suggest that this
novel recombinant protein, composed of seven specific B-cell epitopes of
four parasite antigenic proteins, should be considered for future studies
concerning its application in CanL diagnoses.
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ARTICLE INFO ABSTRACT
Keywords: The diagnosis of leishmaniasis presents problems due to the variable sensitivity and/or specificity of tests. In
L(?ishma.niasis addition, high levels of anti-parasite antibodies can remain after treatment, making it difficult to conduct a
Dlﬁg"us.ls . prognostic follow-up of patients. In this context, it is necessary to identify new candidates to be examined for the
gll(lzl:;fr:Lirrozlll sensitive and specific diagnosis of the disease. In the present study, four Leishmania proteins, previously shown as
i;miriv:;yup antigenic for tegumentary leishmaniasis (TL), were evaluated, and their linear specific B-cell epitopes were
Spe.ciﬁcily 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]. VL is the most severe
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form of disease and is most commonly caused by Leishmania donovani
and L. infantum species [3]. TL is caused by several parasite species, with
L. braziliensis being the most common etiological agent of the disease in
the Americas [4]. It can cause distinct clinical manifestations in patients,
prodicing self-limiting lesions found in cutaneous leishmaniasis (CL) and
even deforming ulcers, causing morbidity in mucosal leishmaniasis (ML)
[5].

The diagnosis of leishmaniasis is based on the demonstration of
parasite amastigote forms in collected samples of patients, with skin and
mucosal lesion fragments used for TL and aspirates collected from
spleen, lymph node, and/or bone marrow used for VL [6]. The sensi-
tivity of tests is variable and depends on the presence of parasites in the
collected samples. In addition, the procedure is considered invasive and
dangerous to the patients [7]. Molecular techniques have improved the
sensitivity of the parasitological tests; however, they incur high costs,
and there is an additional need for trained professionals and sophisti-
cated equipments to perform such exams [8,9]. In this context, con-
ducting the diagnosis of leishmaniasis continues to be difficult [10].

Immunological tests, such as indirect immunofluorescence assay
(IFA), direct agglutination test (DAT), enzyme-linked immunosorbent
assay (ELISA), amongst others, have been used for the diagnosis of
leishmaniasis [11]. For VL, tests present satisfactory results to identify
symptomatic cases, mainly by high antileishmanial serology titers pre-
sent in most patients [12]. However, specificity is variable and depends
on the antigen used, geographic region, and reactivity with
leishmaniasis-related diseases [13]. Otherwise, serodiagnosis of TL
presents drawbacks, since patients usually have low levels of anti-
leishmanial antibodies, mainly those developing CL. As a consequence,
low sensitivity is found when immunological tests are applied [14,15].
In addition, antileishmanial serology remains positive after treatment
and the clinical cure of the patients, making it difficult to differentiate
between those with the active disease or those who have been treated
and/or cured [16-18].

Aiming to solve such a problem, Leishmania proteins, such as K39,
A2, HSP83, heat shock proteins, LiHyp1, LiHyD, LiHyE, amongst others,
have been used as recombinant antigens for the serodiagnosis of disease,
and results have been promising [19-23]. However, few have been
evaluated as prognostic markers for leishmaniasis [24,25]. In addition,
the variability in the humoral response found for individual patients
suggests that the combination of distinct antigens in a unique product
could potentially improve the diagnosis efficacy [26,27]. Therefore, the
selection of parasite proteins, followed by the identification of specific
B-cell epitopes, resulting in the construction of B-cell epitope-based
chimeric proteins, could account for the development of better diag-
nostic candidates for VL and TL.

In this context, recent studies have shown that hypothetical
(XP_001568689.1), enolase (XP_001563419.1), and tryparedoxin
peroxidase (XP_001563558.1) proteins were individually tested in
ELISA for the diagnosis of TL, and serological results were promising
[16]. In another study, prohibitin was also evaluated for the diagnosis of
VL and TL, and results showed high sensitivity and specificity values for
the diagnosis of VL and TL [28]. In this context, in the present study,
specific B-cell epitopes were predicted in the amino acid sequences of
these four proteins, which were used to construct the gene encoding for
a chimeric protein, which was called ChimB. The recombinant protein
was expressed, purified, and evaluated in ELISA for the diagnosis of VL
and TL. In addition, the B-cell epitopes themselves used to construct the
chimera were synthetized and tested in the serological assays, as was the
Leishmania antigenic preparation, which was used as a control. The main
purpose was to develop a new chimeric antigen based on B-cell epitopes
of parasite antigenic proteins, which could be used as an antigen for the
diagnosis of leishmaniasis. In addition, the prognostic role of this
chimeric protein was also evaluated in ELISA, by using sera samples
collected from VL and TL patients, before and after their treatment.
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2. Materials and methods
2.1. Ethical approval

The study was approved by the Human Ethics Committee from the
Federal University of Minas Gerais (UFMG; Belo Horizonte, Minas Ger-
ais, Brazil), logged under protocol number  CAAE-
32343114.9.0000.5149. All patients received an individual copy of
the study policy, which was reviewed by an independent person, and all
participants signed an informed consent form, in Portuguese, before
blood collection. The procedures described in this study were in accor-
dance with the ethical standards of the institutional and/or national
research committee and with the 1964 Helsinki declaration and its later
amendments or comparable ethical standards.

2.2. Leishmaniasis patient samples

Seventy-five serum samples of leishmaniasis patients were used in
this study. In this context, samples were collected of cutaneous (CL; n =
25; including 17 males and 8 females, with ages ranging from 31 to 59
years old), mucosal (ML; n = 25; including 19 males and 6 females, with
ages ranging from 26 to 61 years), and visceral (VL; n = 25; including 14
males and 11 females, with ages ranging from 30 to 66 years) leish-
maniasis patients; all living in endemic area of disease (Belo Horizonte).
None of the patients had been treated before sample collection. The
diagnosis of CL and ML was performed by clinical exam and detection of
L. braziliensis KkDNA in skin biopsies (CL) and/or mucosal fragments (ML)
by means of the polymerase chain reaction (PCR) technique; while VL
was diagnosed by clinical exam and detection of L. infantum kDNA in
spleen and/or bone marrow aspirates by PCR according to that
described in Ref. [29]. Briefly, DNA was extracted from samples by using
the QIAamp® DNA Blood Mini Kit (Qiagen®, MD, USA). The material
was purified, assayed by spectrophotometry and diluted in sterile ul-
trapure water. The primers 5-GGGKAGGGGCGTTCTSCGAA-3' (For-
ward) and 5'-SSSWCTATWTTACACCAACCCC-3’ (Reverse) were used to
amplify a conserved parasite KDNA region containing 150 base pairs in
the collected samples from CL, ML, and VL patients. DNA extracted from
reference strains for TL (MHOM/BR/2002/LPC-RPV) and VL
(MHOM/BR/1974/PP75) was used as positive control, while sterile ul-
trapure water was used as a negative control. The following reagents
were used in the reactions: 2 mM MgCly, 200 pM dNTP, 0.6 uM of each
primer (Sigma-Aldrich, USA), 1 Ul Taq DNA polymerase and specific
buffer (Invitrogen, USA), and 20 ng DNA templates. The following
program was employed: 94 °C for 10 min (step 1), 60 °C for 30 s (step 2),
72 °C for 30 s (step 3), 94 °C for 30 s (step 4), go to step 2 for 42 times,
and 72 °C for 10 min (step 5). The amplified product was analyzed on an
SDS-12% PAGE polyacrylamide gel.

2.3. Other serum samples

One hundred forty-five serum samples collected from healthy sub-
jects and other disease patients were also used in the serological assays.
Sera were collected from healthy individuals living in endemic areas of
leishmaniasis (n = 35, including 19 males and 16 females, with ages
ranging from 25 to 53 years; Belo Horizonte), which presented no
clinical signs of disease. This study also used samples from Chagas
Disease patients (n = 25, including 14 males and 11 females, with ages
ranging from 28 to 60 years), which were diagnosed by hemoculture and
Chagatest® recombinant ELISA v.4.0 kit (Wiener lab., Rosario,
Argentina); as well as from patients with leprosy (n = 25, with 12
males and 8 females, with ages ranging from 35 to 55 years), which were
diagnosed by positive ML Flow rapid test; aspergillosis (n = 10,
including 8 males and 7 females, with ages ranging from 34 to 60 years),
diagnosed through the detection of fungal hyphae in histopathological
examination; paracoccidioidomycosis (n = 10, 6 males and 4 females
with ages ranging from 31 to 57 years), diagnosed by clinical
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examination and positive Paracoccidioides culture; and histoplasmosis
(n = 10; including 6 males and 9 females, with ages ranging from 30 to
56 years), diagnosed by the isolation of the fungus in a culture of
bronchoalveolar lavage fluids and/or whole blood. In addition, the sera
from HIV-infected patients (n = 20, including 12 males and 8 females,
with ages ranging from 24 to 51 years), which were diagnosed by clin-
ical exam and CD4" T-cell count and determination of viral load, were
also employed in the experiments.

2.4. Post-therapeutic serological follow-up

To evaluate the humoral reactivity against the antigens before and
after treatment, the sera of ML (n = 15) and VL (n = 10) patients were
collected before and six months after treatment, which was performed
with pentavalent antimonials (Sanofi Aventis Farmacéutica Ltda.,
Suzano, Sao Paulo, Brazil) at a dose of 20 mg sb*S per kg for 30 days.
None of the patients suffered from other infection or had any pre-
existing disease. After completion of the treatment, they were free of
any sign of leishmaniasis and were diagnosed as clinically cured.

2.5. Parasites and preparation of soluble Leishmania antigenic extract

L. infantum (MHOM/BR/1970/BH46) and L. braziliensis (MHOM/
BR/75/M2904) strains were grown in Schneider’s medium (Sigma, St.
Louis, MO, USA), which was added with 20% (v/v) inactivated fetal
bovine serum (FBS, Sigma-Aldrich, USA), 20 mM 1-glutamine, 200 U/mL
penicillin, and 100 pg/mL streptomycin pH 7.4 at 24 °C. The soluble
Leishmania antigenic extract (SLA) was prepared using stationary pro-
mastigotes according to that described in Coelho et al., 2003. Briefly,
parasites (10° cells) 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.

2.6. Prediction of B-cell epitopes and the construction of chimeric proteins

The amino acid sequences of proteins expressed in L. braziliensis
species: prohibitin (XP_001568126.1), hypothetical (XP_001568689.1),
enolase (XP_001563419.1), and tryparedoxin peroxidase
(XP_001563558.1), were evaluated in order to predict specific B-cell
epitopes, using the SwissProt (web.expasy.org/docs/swiss-prot) and
IEDB (www.iedb.org) servers. In these programs, the amino acid
sequence in the protein primary structure most likely to be accessible is
identified by using the parameters: window size of 12 and threshold of
1.0. The selected amino acids were marked in the protein sequence,
while the ABCpred (www.imtech.res.in/raghava/abcpred/) server was
used to predict linear epitopes, employing the following parameters:
window size of 16 and threshold of 0.85 [30]. The selected amino acids
were also marked in the protein sequence. The amino acids selected in
both analyses were used to construct the B-cell epitopes of each protein.
A total of seven epitopes were identified, and two glycine residues were
included between them to avoid spatial overlap and to provide flexi-
bility for the protein. The ProtParam [31] server was used to evaluate
the physical-chemical characteristics of chimeric protein, while the
PepCalc (www.pepcalc.com) server was used to evaluate the protein
solubility. The protein secondary structure was also predicted by using
the JPRED (Drozdetskiy et al., 2015) server. The seven selected peptides
were also synthesized by the F-moc technique [32]. Briefly, peptides
were released from the amine resin by trifluoracetic acid treatment in
the presence of the appropriate scavengers and diluted in milli-Q water.
These were purified by high performance liquid chromatography on a
C18 reverse phase column with a flow rate 1.0 mL/min and submitted to
a MALDI-TOF-TOF assay to evaluate their purity.
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2.7. Production and purification of ChimB

The gene encoding the chimeric protein was commercially synthe-
tized in the pET28a-TEV vector (Genscript®, USA). Escherichia coli Artic
Express cells were transformed with the plasmid, and cells were grown
in Luria-Bertani (LB) medium, together with 100 pg/mL ampicillin
(Sigma-Aldrich, USA), until reaching the optical density value of 0.600
at 600 nm. At this point, the expression of chimeric protein was induced
by adding 1 mM isopropyl f-p-thiogalactopiranoside (IPTG; Promega,
Montreal, Canada) for 2 h at 37 °C. After, bacteria were centrifuged at
3000xg for 10 min at 4 °C, and subsequently disrupted with six cycles of
freezing and thawing, followed by six cycles of ultrasonication with
cycles of 30 s each (at 36 MHz). Cell debris was removed after centri-
fugation for 5000xg during 15 min at 4 °C, when the supernatant was
collected and concentrated in Amicon® ultral5 filters with a nominal
molecular weight limit of 10,000 (NMWL, Millipore, Germany). The
recombinant chimeric protein was purified on a HisTrap HP affinity
column (GE Healthcare Life Sciences, USA) connected to an AKTA sys-
tem. After, ChimB 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 Amebocyte Assay QCL-1000 Kkit,
BioWhittaker, USA). An SDS-12% PAGE polyacrylamide gel was pre-
pared and used to evaluate the purification profile of the ChimB protein.

2.8. ELISA

Before performing the serological assays, titration curves were per-
formed to determine the most appropriate concentration of antigens
(ChimB, synthetic peptides and SLA), as well as the serum samples and
conjugated antibody dilutions to be used. For this, different concentra-
tions of antigens were tested (0.10 pg—20.0 pg), as well as concentrations
from sera samples (1:100 to 1:1000) and peroxidase-conjugated anti-
human IgG secondary antibody (1:2500 to 1:40,000). In the pilot assays,
wells were sensitized with the same sera pools obtained from healthy
individuals and leishmaniasis patients. The optimal concentration of
reagents was defined based on their lowest concentrations, whose
absorbance difference between the positive and negative samples had
the highest value. In this context, immunoassay plates (Jetbiofil®, Belo
Horizonte) were coated with ChimB (0.25 pg/well), synthetic peptides
(5.0 pg/well each) or SLA (1.0 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 per well of PBS-T plus 5% (w/v)
BSA for 1 h at 37 °C. After washing the plates five times with PBS-T, they
were incubated with sera samples (1:100 diluted for synthetic peptides
and SLA, and 1:200 diluted for ChimB, both diluted in PBS-T), and
incubated for 1 h at 37 °C. Plates were washed five times with PBS-T and
incubated with anti-human IgG peroxidase conjugated antibody
(1:10,000 diluted for peptides and SLA, and 1:20,000 diluted for ChimB;
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
solution composed by 2 pL H0,, 2 mg ortho-phenylenediamine and 10
mL citrate-phosphate buffer at pH 5.0, for 30 min and in the dark. Re-
actions were stopped by adding 25 pL 2 N H2S04, and optical density
(OD) values were read in a microplate reader (Molecular Devices,
Spectra Max Plus, Canada), at 492 nm. Sera samples were evaluated on
the same day to reduce experimental variation.

2.9. Statistical analysis

Results were entered into Microsoft Excel (version 10.0) spread-
sheets and analyzed with GraphPad Prism™ software (version 6.0 for
Windows). The cut-off values were calculated by constructing Receiver
Operating Characteristic (ROC) curves, which also evaluated the sensi-
tivity (Se), specificity (Sp), area under the curve (AUC), 95% confidence
interval (95%CI), positive predictive value (PPV), negative predictive
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Table 1
Characterization of selected B-cell epitopes. The identity of pre-
dicted B-cell epitopes in the amino acid sequences of prohibitin

(XP_001568126.1), hypothetical protein  (XP_001568689.1),
enolase  (XP_001563419.1), and tryparedoxin peroxidase
(XP_001563558.1) proteins are shown.

Peptide Amino acid sequence

PepA IQFSDSIKRFNELDCE

PepB GFSGDSSESYSLSDNSSKVDDRIKL

PepC LVSIEDPFAEDNFDEF

PepD AFRISDPPQYSRVVPA

PepE IAKTLRDHGNGRYYLDSDSLYVN

PepF KGDATMKPERQASIE

PepG LEIGSASKYGYSGWA

value (NPV), Youden index (Y), p-value, and likelihood ratio (LR). The
unpaired two-tailed t-test was used to indicate a statistically significant
difference between the antigens (P < 0.05).

3. Results

3.1. Selection of B-cell epitopes, construction, and characterization of
ChimB

Bioinformatic assays were performed using the amino acid sequences
of L. braziliensis prohibitin (XP_001568126.1), as well as hypothetical
(XP_001568689.1), enolase (XP_001563419.1), and tryparedoxin
peroxidase (XP_001563558.1) proteins, in order to predict specific B-cell
epitopes. Results showed that seven B-cell epitopes were selected (PepA,
PepB, PepC, PepD, PepE, PepF, and PepG), and their amino acid se-
quences are shown in Table 1. A BLAST assay showed that all epitopes,
which were selected from L. braziliensis expressed proteins, proved to be

Table 2
Similarity of

d epitope seq
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conserved in the L. infantum and L. donovani species, showing a simi-
larity in their amino acid sequences in the order of 93.0%-100%
(Table 2). The protein sequence was defined according to the epitope’s
original position in the native protein sequence. In this context, epitopes
found near the N-terminus portion were maintained in this position,
while the others found near the C-terminus portion were also main-
tained in this position. The arrangement of the amino acid sequence of
protein is shown, as is the prediction of the secondary structure, with the
alpha-helix and beta sheet regions also being presented (Fig. 1A). ChimB
has 137 amino acid residues, 411 base pairs, a molecular weight of
14.71 kDa, and isoelectric point of 4.5. The protein presents an esti-
mated half-life of 30 min in yeasts and >10 h in E. coli, an aliphatic index
of 59.12, and an instability index of 39.35. In addition, ChimB is a stable
protein, with good water solubility and a purification yield of >95.0%.
Additionally, the chimeric protein was submitted to an SDS-12% PAGE
polyacrylamide gel, where its purity was visualized (Fig. 1B).

3.2. Evaluation of antigens for diagnosis of leishmaniasis

ELISA experiments were performed using ChimB, synthetic peptides
and SLA against a human serological panel. Results showed that the
chimeric protein was recognized by antibodies in the sera of TL (CL and
ML cases) and VL patients, with OD values above the cut-off. By contrast,
ChimB was not recognized by the sera of healthy subjects or from pa-
tients with diseases that present clinical and laboratory similarity to
leishmaniasis (Fig. 2). Using SLA, VL patient samples identified this
parasite antigenic preparation; however, the other groups, including TL
patients, were not reactive, presenting OD values below the cut-off. The
synthetic peptides were also evaluated in the assays, and results showed
variations in the OD values in distinct sera groups, although none of
them presented a high reactivity to VL and TL patient samples. ROC
curves were constructed (Fig. 3), and results showed that ChimB

between distinct Leishmania species. The selected B-cell epitopes identified in the amino acid sequences of L. braziliensis

proteins were evaluated regarding their similarity in the protein sequences present in L. infantum and L. donovani species. The analyzed proteins and identity per-
centage are shown. Code: PepA (IQFSDSIKRFNELDCE), PepB (GFSGDSSESYSLSDNSSKVDDRIKL), PepC (LVSIEDPFAEDNFDEF), PepD (AFRISDPPQYSRVVPA), PepE
(IAKTLRDHGNGRYYLDSDSLYVN), PepF (KGDATMKPERQASIE), and PepG (EIGSASKYGYSGWA).

Peptide Protein origin (L. braziliensis) Protein code (L. infantum) Identity (%) Protein code (L. donovani) Identity (%)

PepA tryparedoxin (XP_001563558.1) XP 001464444.1 100 AYU77526.1 100
PepB hypothetical (XP_001568689.1) XP_001469551.1 96.0 XP_003865174.1 96.0
PepC enolase (XP 001563419.1) XP 003865174.1 100 ACE74540.1 100
PepD hypothetical (XP 001568689.1) XP 001469551.1 93.0 XP 003865174.1 93.0
PepE prohibitin (XP_001568126.1) XP_001468827.1 100 XP_003864600.1 100
PepF tryparedoxin (XP_001563558.1) XP_001164443.1 100 ABP68405.1 100
PepG enolase (XP 001563419.1) XP 001464303.1 100 ACE74540.1 100

A B Fig. 1. Construction and purification of ChimB

protein. B-cell epitopes were mapped in the amino

== kDa acid sequences of prohibitin (XP 001568126.1), hy-

‘Daepeoea

Tiparedoxin
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pothetical (XP_001568689.1), enolase
(XP_001563419.1), and tryparedoxin peroxidase
(XP_001563558.1) proteins, using distinet bioinfor-
matics tools. Seven specific B-cell epitopes were pre-
dicted and used to construct the chimeric protein
sequence, which is shown with the inclusion of two
glycine residues between them. The Jpred4 server
was used to predict the protein’s secondary structure.
The amino acid residues highlighted in pink represent
alpha-helix regions, while those shown in green
indicate beta sheet regions in the protein sequence
(A). In addition, the purified protein was evaluated by
an SDS-12% PAGE polyacrylamide gel (B). A low
range PageRuler Unstained Protein Ladder (Invi-
trogen™, Life Technologies, USA) was used (lane 1),

and the purified recombinant ChimB protein is shown (lane 2), presenting an estimated molecular weight of 14.71 kDa. (For interpretation of the references to colour

in this figure legend, the reader is referred to the Web version of this article.)
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Fig. 2. Serological assays for the diagnosis of leishmaniasis. ELISA assays were performed, using as antigens: ChimB, synthetic peptides (PepA, PepB, PepC,
PepD, PepE, PepF, and PepG), and SLA. These were reacted against sera samples of visceral (VL, n = 25), cutaneous (CL, n = 25), and mucosal (ML, n = 25)
leishmaniasis patients, as well as against the sera of healthy individuals living in endemic regions of disease (NEG, n = 35) or against patient samples with Chagas
Disease (CD, n = 25), HIV-infected (HIV, n = 20), histoplasmosis (HTP, n = 10), aspergillosis (ASP, n = 10), leprosy (LEP, n = 25) and paracoccidioidomycosis (PAR,
n = 10). The optical density (OD) values were used to construct box plots, which represent the minimum and maximum values for each serum class. Dotted lines
indicate cut-off values for each antigen. Abbreviation: SLA: soluble Leishmania antigenic extract.

presented an AUC of 1.0, while synthetic peptides presented values
reaching from 0.502 to 0.635. Using SLA as an antigen, the AUC value
was of 0.589 (Table 3). Additionally, sensitivity, specificity, PPV, and
NPV values for ChimB were 100%, whereas synthetic peptides showed
sensitivity ranging from 28.0% to 57.3%, and specificity varying from
16.3% to 83.7% (Table 4). The sensitivity and specificity values for SLA
were 30.7% and 45.9%, respectively.

3.3. Serological follow-up after patient treatment

The humoral response was also evaluated before and after the
treatment of leishmaniasis patients. Serological results showed that anti-
ChimB IgG antibodies were reduced significantly six months after TL
and VL patients had undergone treatment, with individual OD values
being similar to those found in healthy subjects (Fig. 4A). Using SLA as
an antigen, the humoral reactivity was similar before and after treat-
ment in both patient classes, thus suggesting that the antigenic prepa-
ration is not suitable as a prognostic marker for leishmaniasis. In
addition, ratios between antibody levels before and after treatment were
calculated, and results are also shown, in which anti-ChimB IgG anti-
bodies declined significantly after treatment, as compared to anti-

(92}

parasite antibody values (Fig. 4B).

4. Discussion
Serological tests have been used for the diagnosis of leishmaniasis,
although variable sensitivity and/or specificity have been registered
[17,33]. In this context, there is an urgent need to identify more sensi-
tive and specific antigens to be employed in the diagnosis of disease,
which could contribute to a better treatment of diagnosed patients, as
well as to a reduction in the number of disease cases [24]. In this context,
in the present study, a chimeric protein that was constructed using linear
B-cell epitopes from four Leishmania proteins, which were previously
shown to be antigenic for TL [16,28], was evaluated as a candidate
antigen for the diagnosis of TL and VL. A parasite antigenic preparation
and peptides used to construct the chimeric protein were used as antigen
controls. Results showed that ChimB presented maximum sensitivity,
specificity, and positive and negative predictive values, while synthetic
peptides and SLA presented the worst diagnostic values, thus suggesting
a potential diagnostic role of the new antigen to diagnose leishmaniasis.
Individual recombinant proteins have been evaluated for the diag-
nosis of VL [34,35] and TL [36,37], and promising results have been



D.L. Vale et al.

68

Microbial Pathogenesis 167 (2022) 105562

ROC curve PepA ROC curve PepB ROC curve PepC Fig. 3. Construction of Receiver Operating Char-
100 100 100 acteristic (ROC) curves for the diagnostic anti-
gens. ELISA assays were performed using ChimB,
. 907 . 97 . 1805 synthetic peptides (PepA, PepB, PepC, PepD, PepE,
o~ o~ o~
2 6o 2 6o 2 e PepF, and PepG), and SLA as antigens. The serological
> > > . .
= = k3 panel consisted of samples of visceral, cutaneous, and
7] 7] [} . 0 . .
g 40 g 407 £ 401 mucosal leishmaniasis patients, as well as from
@ 20- @ 20 @ 20- healthy individuals and patients with diseases that
present clinic and laboratory similarity to leishmani-
T T T T T 0 T T T asis cross-reactive diseases. The optical density (OD)
0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100 1 btained d d ROC
100% - Specificity% 100% - Specificity% 100% - Specificity% Verles yere; oRIRINEC Janc, nsec 1o lonstruet
curves for each antigen. Abbreviation: SLA: soluble
Leishmania antigenic extract.
ROC curve PepD ROC curve PepE ROC curve PepF
80 80+ 80
5 60 3 60 3 60
= = =
2 a0 2 40 2 404
@ 3 3
7] n »
20 20+ 20
0 T T T T v T T T T 0 T T T T
0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100
100% - Specificity% 100% - Specificity% 100% - Specificity%
ROC curve: ROC of ROC PepG ROC curve ChimB ROC curve SLA
80 80 80
2 b 2
£ 60+ £ 60 £ 60
= 2 &
2 40 2 40 2 40
o o o
) ] »
20 204 20
0 T T ) T 0 T T T T 0 T T T T
0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100
100% - Specificity% 100% - Specificity% 100% - Specificity%
proteins could help to solve such a problem, since they present advan-
Table 3

Diagnostic accuracy of antigens. ELISA assays were performed using sera
samples of visceral (VL, n = 25), cutaneous (CL, n = 25), and mucosal (ML, n =
25) leishmaniasis patients, as well as from healthy individuals living in endemic
regions of disease (NEG, n = 35), and patients with Chagas Disease (CD, n = 25),
HIV-infected (IIV, n = 20), histoplasmosis (IITP, n = 10), aspergillosis (ASP, n
= 10), leprosy (LEP, n = 25), or paracoccidioidomycosis (PAR, n = 10). Re-
actions occurred against ChimB, synthetic peptides (Pept 1, Pept 2, Pept 3, Pept
4, Pept 5, Pept 6, Pept 7, and Pept 8), and SLA. The optical density (OD) values
were used to construct ROC curves and determine the cut-off values, as well as
area under the curve (AUC), 95% confidence interval (95% CI), Youden index
(Y), and p-value. Abbreviation: SLA: soluble Leishmania antigenic extract.

Antigen Cut-off AUC Std. Error 95%CI Y p value
PepA <0.2369 0.517 0.043 0.400-0.600 0.14 0.68
PepB >0.3545 0.568 0.041 0.480-0.640 0.13 0.11
PepC <0.2168 0.520 0.042 0.430-0.600 0.11 0.63
PepD >0.3545 0.635 0.040 0.550-0.710 0.23 0

PepE <0.3075 0.502 0.044 0.410-0.580 0.10 0.96
PepF <0.1950 0.596 0.043 0.510-0.670 0.33 0.02
PepG >0.3000 0.516 0.043 0.430-0.590 0.12 0.71
ChimB >0.1988 1.000 0 1.000-1.000 1.00 <0.0001
SLA >0.5385 0.589 0.045 0.500-0.670 0.27 0.03

obtained. However, there is still no effective candidate to diagnose both
clinical conditions of this disease complex. In fact, the use of single re-
combinant proteins as diagnostic candidates could limit their potential,
since the heterogeneity found in the patients’ individual immune
response could reduce the diagnostic efficacy of these antigens, limiting
their sensitivity and/or specificity [26]; Galvani et al., 2021). Otherwise,
the combination of distinct antigens or their B-cell epitopes in chimeric

tages when compared to the use of individual antigens, such as the
possibility to aggregate in an unique, distinct molecule and antigenic
B-cell epitopes derived from parasite proteins [38,39]. In this context,
chimeric recombinant proteins have been developed and evaluated for
the diagnosis of diseases, such as malaria (Garcia et al., 2012), toxo-
plasmosis [40], tuberculosis [41], Chagas Disease [42], dengue [43],
among others, and diagnostic results have been satisfactory.

For leishmaniasis, such an experimental strategy has also been
adopted for both canine and human diseases. Soto et al. [44] developed
a chimeric protein containing B-cell epitopes from LiP2a, LiP2b, and
LiPO ribosomal and histone H2A proteins, and obtained a sensitivity of
79.0%-93.0% and a specificity of 96%-100% for the diagnosis of canine
VL. Boarino et al. [38] developed a chimeric protein containing B-cell
epitopes from K9, K26, and K39 proteins, and the antigen showed a
sensitivity of 82.0% and 96.0% to diagnose human and canine VL,
respectively, and a specificity of 99.0% for both diseases. Figueiredo
et al. [27] constructed a chimera composed of B-cell epitopes of five
Leishmania proteins, and obtained sensitivity and specificity values of
94.61% and 99.41%, respectively, for the diagnosis of human VL. For
TL, Garcia et al. [39] designed a chimeric protein composed of 13 linear
B-cell epitopes from L. braziliensis proteins, and ELISA assays showed
that it was recognized by antibodies in TL patient sera but not by sam-
ples from healthy subjects or from patients with diseases that present
clinic and laboratory similarity to leishmaniasis. In all studies described,
the low number of samples evaluated, as well as the absence of tests
using sera samples of both VL and TL patients were cited as limitations of
the study.

The proteins used in our study to predict B-cell epitopes and
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Table 4

Serological evaluation of antigens for diagnosis of leishmaniasis. Sera of visceral (VL, n = 25), cutaneous (CL, n = 25), and mucosal (ML, n = 25) leishmaniasis patients,
as well as from healthy individuals living in endemic regions of disease (NEG, n = 35), and of patients with Chagas Disease (CD, n = 25), HIV-infected (HIV, n = 20),
histoplasmosis (HTP, n = 10), aspergillosis (ASP, n = 10), leprosy (LEP, n = 25), or paracoccidioidomycosis (PAR, n = 10) were used. These were reacted against
ChimB, 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 were obtained and

used to construct ROC curves and determine sensitivity (Se), specificity (Sp), 95% confidence interval (95% CI), positive predictive value (PPV), negative predictive

value (NPV), and likelihood ratio (LR). Abbreviation: SLA: soluble Leishmania antigenic extract.

Antigen Se(%) 95%CI Sp(%) 95%CI

PPV 95% CI NPV 95% CI LR

29.7-51.3 45.9 37.8-54.3
24.,9-46.0 78.5 70.9-84.6
16.1-67.9 31.9 24.6-40.1
33.3-55.3 78.5 70.9-846
40.9-62.9 37.8 30.0-46.2
39.6-61.7 16.3 11.0-23.4
19.1-39.0 83.7 76.6-89.0
95.1-100 100 97.2-100
21.4-41.8 45.9 37.8-54.3

PepA 40.0
PepB 34.7
PepC 57.3
PepD 44.0
PepE 52.0
PepF 50.7
PepG 28.0
ChimB 100
SLA 30.7

48.5-66.9 0.74
60.7-75.2 1.61
46.0-67.9 0.84
63.9-78.3 2.05
48.1-68.4 0.84
26.1-50.0 0.61
60.2-74.3 1.72
97.2-100 NC

48.5-66.9 8.28

29.1 21.2-38.5 57.9
47.3 34.7-60.2 68.4
31.9 24.6-40.1 57.3
53.2 41.0-65.1 71.6
31.7 24.1-404 58.6
25.2 18.9-32.6 37.3
18.8 34.6-63.3 67.7
100 95.1-100 100
29.1 21.2-38.5 58.0
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Fig. 4. Humoral response evaluated before and after patient treatments.
Sera samples of mucosal (ML, n = 15) and visceral (VL, n = 10) leishmaniasis
patients were collected before and six months after treatment, and levels of
anti-ChimB and anti-SLA IgG antibodies were evaluated. Circles and triangles
indicate the individual optical density (OD) values for each sample against
antigens, before and after treatment, respectively (A). In addition, ratios be-
tween antibody levels before and after treatment were calculated, and results
are shown (B). Abbreviation: SLA: soluble Leishmania antigenic extract. (****)
indicates statistically significant difference in relation to the values found
before treatment (P < 0.0001).

construct ChimB were previously shown to be antigenic in the TL [16,
28]. In fact, the conservation of proteins in distinct Leishmania species
opens the possibility to identify new candidates able to simultaneously
diagnose both clinical conditions of this disease complex [45,46]. Here,

bioinformatics tools also showed that predicted B-cell epitopes were
conserved in Leishmania species able to cause VL, thus suggesting the
possibility to test ChimB for the diagnosis of TL and VL. Due to the
satisfactory results obtained in the experiments, this fact can be
considered the main contribution of the study, since recombinant anti-
gens are usually evaluated for the diagnosis of TL or VL [17,19,20,47].
In this context, although preliminary, data presented here suggest the
possibility of using this new protein construct for the diagnosis of both
VL and TL. Otherwise, commercial kits have been developed and used
for the diagnosis of VL, and satisfactory results have been obtained,
mainly for the detection of symptomatic patients. However, for TL, they
present low efficacy, mainly due to the low presence of antileishmanial
antibodies in patient sera. Results obtained here highlight the possibility
to test the chimera as a diagnostic antigen for both TL and VL; the
development of additional validation studies will certainly be war-
ranted, and the present study represents the first step or a
proof-of-concept of this new diagnostic candidate for leishmaniasis.

In addition to a highly successful diagnostic candidate, serological
tests should also be evaluated for the prognosis of disease after patient
treatment and should be used as an immunological cure control of pa-
tients [48]. However, laboratory kits have failed to monitor treatment
efficacy and patient cure [25,49]. For instance, kits containing the rK39
protein as a diagnostic antigen have failed to differentiate active disease
patients from those who have been treated and cured, where high levels
of anti-rK39 IgG antibodies were detectable still months and years after
the treatment and clinical cure of the patients [50-53]. In the present
study, anti-ChimB antibodies declined in significant levels six months
after VL and TL patient treatments, thereby suggesting that this antigen
could also be considered with a prognostic purpose for leishmaniasis.

Limitations of this study include the low number of sera samples used
to evaluate the diagnostic potential of ChimB for TL and VL, as well as
the low number of sera collected from patients before and after treat-
ment, aiming to evaluate the prognostic potential of this antigen. In this
context, data presented here could be considered a proof-of-concept of
use of the ChimB protein for the diagnosis and prognosis of leishmani-
asis, and additional studies, including a higher number of sera and the
incorporation of protein in other diagnostic platforms, such as lateral
counter-flow rapid tests, are warranted.
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6. CONSIDERACOES GERAIS E CONCLUSAO

Com base nos dois estudos publicados, observou-se que a proteina quimérica
B1, composta por epitopos de células B selecionados das proteinas LiHyD, LiHyP1,
HRF e B-tubulina, demonstrou valores de sensibilidade e especificidade de 100%
contra um painel sorolégico canino, superando o desempenho do SLA e do kit
comercial usado no sorodiagnostico da LVC. Isso a torna uma candidata promissora
para avaliagdo em futuros estudos e para ser aplicada em outras plataformas para o
diagnéstico de campo da LVC.

A proteina quimérica B2, composta por epitopos de células B selecionados das
proteinas hipotética, enolase, triparedoxina e proibitina, mostrou também elevado
potencial como um antigeno para o diagnostico da LT e LV humana, apresentando
elevados valores de sensibilidade e especificidade. Além disso, niveis reduzidos de
anticorpos anti-B2 apos o tratamento dos pacientes sugerem um possivel valor
prognostico de eficcia terapéutica contra a doenca. Os peptideos sintéticos também
foram avaliados nos ensaios e os resultados demonstraram variagdes nos valores de
OD entre os diferentes grupos sorolégicos, embora nenhum tenha exibido reatividade
similar aos das proteinas quiméricas.

Tais resultados destacam a importancia dessas proteinas como candidatas
promissoras para o diagndstico das leishmanioses, tanto em cdes quanto em

humanos, e sugerem sua relevancia para futuras pesquisas e aplicacdes clinicas.
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7. PERSPECTIVAS

e Auvaliar os antigenos B1 e B2 contra um maior numero de soros e em estudo

de coorte em areas endémicas;

e Testar os antigenos em outras plataformas diagnésticas, como em testes

imunocromatograficos rapidos, a fim de possibilitar seu uso em campo.
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9.1 Comprovantes de aprovacédo dos projetos

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
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CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulado "Avaliagio da eficacia vacinal e do desempenho diagndstico de antigenos de
Leishmania, identificados por ferramentas biotecnolégicas, para a leishmaniose tegumentar e visceral", protocolo do
CEUA: 144/2020 sob a responsabilidade de Eduardo Antonio Ferraz Coelho que envolve a producdo, manutengio
e/ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem) para fins de pesquisa
cientifica (ou ensino) - encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n® 11.784, de 8 de outubro de 2008, do
Decreto n® 6.889 de 15 de julho de 2008, e com as normas editadas pelo Conselho MNacional de Controle da
Experimentagdo Animal (CONCEA), e foi aprovado pela COMISSAQ DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) DA
UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS, em reunido de 03/08/2020.
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ABSTRACT

Keywords:
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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 B-cell 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]. VL is the most severe

* Corresponding author. Laboratorio de Pesquisa do Programa de Pés-Graduagao em Ciencias da Satide: Infectologia e Medicina Tropical, Faculdade de Medicina,
Universidade Federal de Minas Gerais, Avenida Prof. Alfredo Balena, 190, 30130-100, Belo Horizonte, Minas Gerais, Brazil.
E-mail address: eduardoferrazcoelho@yahoo.com.br (E.A.F. Coelho).
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ARTICLE INFO

ABSTRACT

Keywords:

Visceral leishmaniasis
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Commercial kit
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ELISA

Visceral leishmaniasis (VL) is an important public health problem in the world, and control measures are
insufficient to avoid the spread of this neglected disease. Dogs are important domestic reservoirs of Leishmania
parasites in countries where VL is a zoonosis, representing a major source of infection between sand fly vectors
and humans. In this context, a precise diagnosis of canine leishmaniasis (CanL) could help to reduce the number
of human cases. Distinct approaches for the diagnosis of CanL have used recombinant proteins in serological
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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