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RESUMO

A Leishmania (Viannia) braziliensis ¢ um parasito de notdvel importancia,
responsavel pela maioria dos casos de leishmaniose tegumentar humana, principalmente no
Brasil, causando um amplo espectro de manifestagdes clinicas e imunopatoldgicas: a
leishmaniose cutanea ou mucosa. O diagndstico ¢ realizado por meio da associagdo de
inquéritos clinicos e epidemioldgicos com exames laboratoriais (métodos diretos e indiretos).
O diagndstico precoce ¢ essencial para evitar danos permanentes e sequelas funcionais graves,
identificar casos de falha terapéutica e prevenir efeitos adversos causados pela abordagem
terapéutica baseada em diagnésticos erroneos, uma vez que o alto perfil de toxicidade dos
medicamentos disponiveis para tratamento deve ser considerado. Atualmente, nenhum dos
testes laboratoriais disponiveis pode ser considerado como padrdao-ouro, por ndo possuirem
precisdo satisfatoria para a deteccdo da doencga. Além disso, o teste de intradermoreagdo de
Montenegro, que identificava uma resposta de hipersensibilidade do tipo tardia a antigenos
parasitarios em pacientes infectados, e que era essencial para apoiar infectologistas no
diagnostico diferencial e no manejo clinico de individuos infectsdos ndo esta mais disponivel
no Brasil. Assim, existe uma necessidade de descobrir novos antigenos para o
desenvolvimento de testes diagndsticos de alta qualidade a serem empregados em areas
endémicas para leishmaniose tegumentar humana. Nesse sentido, o objetivo deste estudo foi
obter um antigeno mais refinado derivado de L. braziliensis para ser aplicado em ensaios
sorologicos. Para isso, desenvolvemos um gene que contém a fusdo de sequéncias que
codificam treze epitopos lineares com elevada capacidade para serem reconhecidos por
células B a partir de proteinas de L. braziliensis expressas no estdgio amastigota, reconhecidas
por soros de pacientes com as formas clinicas cutanea e mucosa, para produzir uma proteina
quimérica recombinante (rChiP). Também foi realizada uma andlise comparativa com os
resultados obtidos no ELISA empregando o antigeno soltvel de L. braziliensis (SLb-Antigen)
e no teste de imunofluorescéncia disponivel em um laboratdrio de referéncia na técnica (Bio-
Manguinhos, Brasil). A estratégia utilizada neste trabalho foi bem-sucedida no
desenvolvimento de um potencial antigeno a ser empregado em ensaios imunologicos,
confirmados por excelentes resultados de sensibilidade (100,0%) na deteccdo de casos de
formas cutdnea e mucosa, simultanecamente com excelente valor de especificidade (100,0%),
o que excluiu a ocorréncia de resultados falso-positivos em individuos saudaveis e em

pacientes com doenga de Chagas, comumente associados a reatividade cruzada com espécies



de Leishmania em areas endémicas. A presente tecnologia também abre uma porta para
investimentos futuros para seu emprego em exames de campo por meio de um teste
imunocromatografico, que serd ainda mais Util em regides onde a estrutura laboratorial pode

ndo estar disponivel ou é escassa.

Palavras chave: proteinas recombinantes de fusdo; epitopos de linfocitos B; antigenos; testes

sorologicos; leishmaniose cutanea.



ABSTRACT

Leishmania (Viannia) braziliensis is a parasite of great importance responsible for most cases
of human tegumentary leishmaniasis, especially in Brazil, causing a wide spectrum of clinical
and immunopathological manifestations, including cutaneous or mucosal leishmaniasis. The
association of clinical and epidemiological inquiries with laboratory tests (both direct and
indirect methods) helps diagnosing human tegumentary leishmaniasis. Early diagnosis is
essential to avoid permanent damage and severe functional sequelae, to identify cases of
therapeutic failure and to prevent adverse effects caused by therapeutic approaches based on
misdiagnosis. The high toxicity profile of the available drugs for treatment must be
considered. None of the laboratory tests currently available can be considered the gold
standard, as they do not have satisfactory accuracy for disease detection. Furthermore, the
Montenegro Skin Test, which identifies a delayed-type hypersensitivity response to parasite
antigens in infected patients, is no longer available in Brazil. This test Skin was an essential
test to support infectologists in the differential diagnosis and clinical management of infected
individuals. Therefore, there is an urgent need to discover new antigens for the development
of high-quality diagnostic tests to be employed in endemic areas for Human tegumentar
leishmaniasis. In this sense, the purpose of this study was to obtain a more refined antigen of
L. braziliensis to be applied to the serological assays. To achieve this, we developed a gene
containing the fusion of sequences encoding thirteen linear B-cell epitopes from proteins of L.
braziliensis expressed in the amastigote stage, which are recognized by serum from patients
with cutaneous and mucosal leishmaniasis, to produce a recombinant chimeric protein
(rChiP). We also performed a comparative analysis with results obtained from ELISA
employing soluble L. braziliensis antigen (SLb-Antigen) and a reference laboratory by the
immunofluorescent assay (Bio- Manguinhos, Brazil). The rational strategy used in this work
was successful in developing a potential antigen to be used in immunological assays to
Human tegumentary leishmaniasis, confirmed by excellent sensitivity results (100.0%) in the
detection of cutaneous and mucosal cases, simultaneously with excellent value of specificity
(100.0%), which excluded the occurrence of false positive results in healthy individuals and in
patients with Chagas' disease, commonly associated with cross-reactivity with Leishmania
species in endemic areas. The present technology also opens a door for future investment for
its use in field exams via an immunocromatographic test, which will be even more helpful in

regions where laboratory structure is not available or scarce.



Keywords: recombinant fusion proteins; B lymphocyte epitopes; antigens; serological tests;

cutaneous leishmaniasis.
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1-INTRODUCAO

O mundo vive hoje uma situagdo delicada: o enfrentamento de uma pandemia global
que mudou a rotina de grande parcela da populagdo. Tal fato abre uma fresta no que diz
respeito a outras patologias graves, uma vez que hd uma quebra na continuidade da
preocupagdo com tais doengas, o que a longo prazo pode acarretar aumento significativo do
namero de casos.

A globalizagdo e o avango tecnoldgico presentes na sociedade moderna ndo impedem
que antigos inimigos das civilizagdes continuem a causar danos. Dentre os problemas
enfrentados desde tempos antigos, destacam-se as doengas negligenciadas, frequentes
principalmente em paises em desenvolvimento. E em meio a uma gama de doencas que
prejudicam a populacdo de modo impio, especialmente a mais pobre, as leishmanioses
ocupam lugar de atengao.

As leishmanioses, conjunto de doengas amplamente distribuidas pelo mundo todo e
que afetam milhdes de pessoas, apresentam altas taxas de morbidade e de letalidade. O Brasil
¢ o pais do continente americano mais afetado por varios fatores: o fato de ser um pais em
desenvolvimento, ter grande parcela da populacdo em areas endémicas e de risco, apresentar
clima favoravel ao desenvolvimento dos vetores, dentre outros. Sdo doengas de notificagao
compulsdria, sendo consideradas um grave problema de saude publica pela sua magnitude e
complexidade clinica, bioldgica e epidemiologica. Mesmo com todos os esforcos ja realizados
para enfrentar a doenga como um todo, novas alternativas sdo necessarias para que 0s casos
sejam precocemente diagnosticados e tratados de forma rapida e oportuna, evitando-se
complicagdes e 6bitos (WHO, 2010; 2015; 2016).

Atualmente, o Brasil ¢ responsavel por 40% dos casos de leishmaniose tegumentar
humana (LTH), sendo portanto um problema de saude publica (ALVAR; VELEZ; BERN;
HERRERO et al., 2012). Grande parte dos casos poderiam ser evitados com medidas de
prevencao e controle mais satisfatorias. Atualmente, as medidas que sdo adotadas tém por
objetivo principal a interrup¢do do ciclo do parasito. Entretanto, dentre outros fatores, a
variedade no numero de parasitos associado com o ciclo silvestre que a doenga possui
dificultam em muito que medidas de controle sejam eficazes(TESH, 1995; WHO, 2010).

Os métodos atualmente utilizados no diagndstico da LTH apresentam uma série de
problemas no que diz respeito a sensibilidade e a especificidade. Em adi¢cdo, a baixa de

anticorpos circulantes em infeccdes assintomdticas e a presenga de reagdes cruzadas com
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outras patologias, especialmente as causadas por protozodarios, sdo também fatores que podem
dificultar a realizagdo do diagnoéstico correto (DAVIES; KAYE; CROFT; SUNDAR, 2003;
GOMES; DE PAULA; DE MORAIS; SOARES et al., 2014).

Diante dos fatos supracitados, o desenvolvimento de um teste que seja mais sensivel,
especifico e que ndo apresente reacdes cruzadas faz-se necessario, visando a melhoria do
diagnodstico dos pacientes positivos e contribuindo consideravelmente no controle da LTH.
Para isso, trabalhos vém sendo realizados pelo grupo utilizando métodos de imunoinformatica
e imunoprotedmica, a fim de identificar novas proteinas candidatas ao diagnostico sorologico
da LTH (COSTA DUARTE; DOS REIS LAGE; LAGE; MESQUITA et al., 2016; DUARTE;
LAGE; LAGE; MARTINS et al., 2016; MENEZES-SOUZA; DE OLIVEIRA MENDES; DE
ARAUJO LEAO; DE SOUZA GOMES et al.,, 2015; MENEZES-SOUZA; MENDES;
GOMES MDE; BARTHOLOMEU et al., 2015) e emprega-las como uma tUnica proteina

quimérica para uso no desenvolvimento de um teste diagnostico de pacientes com LTH.
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2 - REVISAO DE LITERATURA
2.1 — Etiologia e ciclo bioldgico do parasito Leishmania (Viannia) braziliensis

As leishmanioses sdo consideradas um conjunto de doencas causadas por parasitos da
ordem Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae e género Leishmania (ROSS, 1903a; b),
sendo prevalentes em areas tropicais e subtropicais € com mais de 20 espécies que causam a
doenga no homem. Dessas, pelo menos 14 espécies de Leishmania, pertencentes aos
subgéneros Viannia e Leishmania, podem causar a Leishmaniose Tegumentar Humana (LTH)
(LAINSON; SHAW, 1987; WHO, 2016). Atualmente, estima-se que a incidéncia anual da
LTH seja de 0,7 a 1,2 milhdes de casos (ALVAR; VELEZ; BERN; HERRERO et al., 2012;
WHO, 2016).

No Brasil e em outros paises das Américas, hd ocorréncia de varias espécies do
parasito que podem causar LTH. Dentre elas, podemos citar: L. (V.) lainsoni, L. (V.) naiffi, L.
(V.) lindenberg e L. (V.) shawi, porém a maioria dos casos no Brasil sdo atribuidos as espécies
L. (V.) guyanensis, L. (Leishmania) amazonensis e principalmente L. (V.) braziliensis,
baseado em achados parasitologicos e moleculares que o apontam como principal agente
etiologico (DE ALMEIDA; VILHENA; BARRAL; BARRAL-NETTO, 2003; GRIMALDI;
TESH; MCMAHON-PRATT, 1989; MARZOCHI; MARZOCHI, 1994; SILVEIRA;
LAINSON; CORBETT, 2004).

O vetor responsavel pela transmissdo da doenga ao homem no Brasil ¢ o inseto do
género Lutzomyia (GRIMALDI; TESH, 1993). A transmissdo do patdgeno ao inseto ocorre
durante o repasto sanguineo em um hospedeiro vertebrado infectado, onde além de sangue, o
vetor ingere também formas amastigotas do parasito. No intestino do flebotomineo, as
amastigotas tornam-se promastigotas prociclicas, migram para o trato digestorio anterior e se
multiplicam, sendo entdo diferenciadas em promastigotas metaciclicas. Essas promastigotas
metaciclicas migram novamente para as glandulas salivares do vetor, onde durante o repasto
sanguineo ocorrera a inocula¢do na pele do hospedeiro vertebrado pelo flebotomineo fémea,
dando continuidade ao ciclo (HANDLER; PATEL; KAPILA; AL-QUBATI et al., 2015;
KAYE; SCOTT, 2011; RIBEIRO-GOMES; SACKS, 2012) (Figura 1).

No local da picada, ha uma migracdo de células de defesa do mamifero, ocorrendo
fagocitose do parasito pelas células do sistema fagocitico mononuclear. No interior dos
macrofagos, as formas promastigotas se diferenciam em amastigotas, havendo multiplicagao
do parasito nos fagolisossomas, no interior da célula por fissdo bindria, o que pode acarretar o

rompimento do macrofago e, consequentemente, liberacdo dos parasitos que irdo infectar



23

novas células, caracterizando a infeccdo do hospedeiro vertebrado. Além disso, a
multiplicagdo do parasito também ocorre nos linfonodos e no figado (BARSKY; STORINO;
SALGEA; KNAPP, 1978; REITHINGER; DUJARDIN; LOUZIR; PIRMEZ et al., 2007).

Repasto
\ Sanguineo
<o -
8 f\/\/
’J\‘ A\
by s
y 3
BED
)\ / s 3@@(‘
Flebotomineo Fémea Mamiferos F
Repasto
Sanguineo

Figura 1: Ciclo biolégico do parasito: (1) Fémea do Flebotomineo durante o repasto sanguineo infecta o
mamifero com promastigotas metaciclicas; (2) As promastigotas metaciclicas sdo fagocitadas no sitio de picada;
(3) As promastigotas metaciclicas se transformam em amastigotas no interior das células de defesa do
hospedeiro; (4) As amastigotas se multiplicam no interior do fagolisossomo, causando ruptura da célula do
hospedeiro; (5) As amastigotas livres infectam novas células do sistema fagocitico mononuclear; (6) Células
infectadas com amastigotas sdo ingeridas durante o repasto sanguineo no individuo infectado e diferenciam-se
em promastigotas prociclicas no intestino do flebotomineo; (7) Promastigotas prociclicas se reproduzem no
intestino do flebotomineo; (8) Enfim, migram para as glandulas salivares do vetor, diferenciam-se em
promastigotas metaciclicas, que sdo infectivas ), completando o ciclo. Adaptado de (VERAS; DE MENEZES,
2016).

2.2 — Epidemiologia da Leishmaniose Tegumentar Humana

As leishmanioses apresentam ampla distribuicdo geografica, sendo encontradas em
cinco continentes e consideradas endémicas em 98 paises no mundo, além de apresentar a
participagcdo de diversos hospedeiros suscetiveis a infecgdo, como o homem e espécies de
animais silvestres e domésticos, como o cao (DESJEUX, 2004). Estima-se que ocorra uma
incidéncia anual no mundo de aproximadamente 0,2 a 0,4 milhdes de casos de leishmaniose

visceral humana (LVH) e de 0,7 a 1,3 milhdes de casos de leishmaniose tegumentar humana

(LTH) havendo elevada taxa morbidade e mortalidade (ALVAR; VELEZ; BERN;
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HERRERO et al., 2012; WHO, 2010; 2015; 2016). No Brasil, foram diagnosticados 17.119
casos de LTH em 2018, sendo que no estado de Minas Gerais foram registrados 1.451 novos
casos de LTH, um aumento de 60% nos ultimos 5 anos (SINAN, 2018).

O acometimento ¢ majoritariamente associado a desnutri¢do, condi¢des precarias de
moradia, individuos com sistema imune debilitado ¢ com dificuldade de recursos, sendo essas
caracteristicas de pessoas de situacdo econdmica desfavoravel (ASHFORD, 2000).

A figura 2 mostra o nimero de casos de LTH por UF no Brasil. Nota-se que Minas
Gerais esta entre os estados com maior nimero de casos.

[l 1a 200 (11)
B 200a 400 (5)
B 400a 800 (3)
O 8s00a3610 (8)

Figura 2: Casos de LTH no Brasil por UF no ano de 2015. Fonte: (SAUDE, 2017).
2.3 — Manifestagoes clinicas da LTH

O hospedeiro vertebrado pode resistir a infeccdo, desenvolver uma forma
assintomatica da doenca ou ainda apresentar a doenga na forma tegumentar (KAYE; SCOTT,
2011). A doenca tegumentar pode manifestar-se de trés formas clinicas distintas. A forma
clinica cutanea ¢ caracterizada pela presenca de lesdes ulceradas na pele, que comegam como
um eritema que se desenvolve em uma papula e noédulo que ulcera e apresenta bordas

elevadas, usualmente no local da picada do flebotomineo infectado, geralmente ocorrendo a
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cura espontanea dependendo da resposta imune do hospedeiro, o que também garante
protecdo ao paciente (DESJEUX, 2001; REITHINGER; DUJARDIN; LOUZIR; PIRMEZ et
al., 2007). Em alguns casos, nddulos satélites sdo observados proximos a lesdo inicial. Ea
forma clinica mais comumente encontrada, correspondendo a cerca de 90% dos casos, sendo
comumente encontrada nas partes mais expostas do corpo, como pernas, bragos e face.
Quando curadas, as lesdes ddo lugar a cicatrizes, que podem inclusive levar o paciente a uma
condi¢ao de morbidade (STEBUT, 2014).

A forma muco-cutdnea ou mucosa ¢ associada ao parasito L. braziliensis, sendo a mais
grave forma da doenga, podendo ser uma complicacdo da forma cutanea, devido a capacidade
do parasito disseminar pela via hematogénica ou linfatica. E caracterizada pela ocorréncia de
lesoes que podem causar desfiguracdo devido a destruicdo parcial ou total da regido naso-oro-
faringeana. Essas lesdes comecam com inflamacdo nasal, seguido por ulceracdo da mucosa
nasal e até queda de palato com perfuragdo septal, sendo de dificil tratamento e quase sempre
fatal (MARSDEN, 1986; REITHINGER; DUJARDIN; LOUZIR; PIRMEZ et al., 2007).A
forma mucosa pode ainda ser subdividida em forma primaria, onde a lesdo de mucosa ¢
causada pela picada do vetor diretamente na mucosa; forma indeterminada, onde ndo ha
identificacdo da porta de entrada e as lesdes sdo oriundas de infeccdo sem manifestagdes
clinicas cutaneas prévias; e ainda a forma tardia, onde o aparecimento da lesdo mucosa ocorre
tardiamente, geralmente anos apos o aparecimento da lesdo cutanea (CIMERMAN, 2010).

A forma cutaneo-difusa ¢ associada ao parasito L. amazonensis, sendo caracterizada
por causar lesdes cutaneas nodulares distribuidas por todo o corpo, devido a metéstase do
parasito ou a partir de uma lesdo inicial, porém com desenvolvimento rapido, de caracteristica
mais inflamatoria, que dura em torno de dias ou semanas. Essa forma da doenga tem sido
mais comum na América do Sul e apresenta resposta ao tratamento, porém geralmente dura
mais tempo(CARVALHO; BARRAL; COSTA; BITTENCOURT et al., 1994; DESJEUX,
2004; SCORZA; CARVALHO; WILSON, 2017). E uma manifestagdo mais rara e grave,
onde as lesdes se apresentam como nddulos que raramente ulceram e que nao apresentam cura
espontanea. Por causa das recidivas frequentemente descritas nos pacientes, essa forma da
doenca configura um grave problema de saide publica no Brasil. Em adi¢do, as pessoas
acometidas frequentemente apresentam lesdes desfigurantes e incapacitantes, o que se torna
um estigma social para o paciente, e causa de exclusdo social (DESJEUX, 2004; GONTLJO,
2003).
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2.4 — Medidas de prevencao, controle e tratamento da LTH

Ainda hoje, as medidas de controle das leishmanioses sdo desafiadoras. Elas visam
principalmente reduzir a morbidade causada pela presenca de feridas desfigurantes nas formas
mais graves da LTH, e, em alguns casos também a mortalidade. Essas medidas incluem
notificagdo de novos casos, garantia a diagnostico, tratamento e monitoramento de casos
ativos e investigacdo dos focos de transmissdo. Todavia, o cardter zoonotico da patologia,
bem como a manutengdo do ciclo silvestre dificultam o controle da doenga (FRANKE;
WIGNALL; CRUZ; ROSALES et al., 1990; TESH, 1995). Outras medidas preventivas como
uso de coleiras impregnadas com inseticidas nos cdes domésticos e controle do
microambiente peridomiciliar envolvem ndo somente a consciéncia coletiva, mas questdes
socioeconomicas (ALEXANDER; MAROLI, 2003; BANETH; KOUTINAS; SOLANO-
GALLEGO; BOURDEAU et al., 2008; COURA-VITAL; MARQUES; VELOSO; REIS et
al., 2011).

O tratamento clinico das leishmanioses consiste primariamente no uso de antimoniais
pentavalentes, sendo aplicados preferencialmente em vias intra-muscular ou endovenosa
(GOTO, H.; LINDOSO, J. A. L., 2010). Possui como desvantagens o aparecimento de efeitos
colaterais graves (TUON; AMATO; GRAF; SIQUEIRA et al., 2008). além do aumento da
resisténcia dos parasitos a droga ja serem reportados em diversas regides do mundo (GOTO,
H.; LINDOSO, J. A. L., 2010). A Anfotericina B ¢ utilizada em casos onde ha falha no
tratamento com os antimoniais pentavalentes, sendo também reportados casos de elevada
toxicidade (SERENO; HOLZMULLER; LEMESRE, 2000). A pentamidina, medicamento
usado em alguns lugares do mundo no tratamento da leishmaniose tegumentar, manifestagoes
cutdnea e mucosa ¢ considerado como um farmaco de segunda escolha e usado quando ha
impossibilidade ou falha no uso dos antimoniais. Porém, também apresenta efeitos adversos
(CIMERMAN, 2010; NAGLE; KHARE; KUMAR; SUPEK et al., 2014).

No que diz respeito a medicamentos, hd uma necessidade de descoberta de novos
farmacos que sejam efetivos, menos toxicos e acessiveis ao paciente que necessita do
tratamento das diversas formas de leishmaniose, uma vez que os farmacos hoje conhecidos e
utilizados apresentam problemas com toxicidade, eficicia e duracdo do tratamento, o que
consequentemente causa em alguns casos baixa adesdo por parte dos pacientes (DESJEUX,

2004; EGGER; MEIER; LEU; CHRISTEN et al., 2010).

2.5 - Diagnostico da LTH
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O diagnéstico das leishmanioses pode ser um fator complicante, uma vez que a doenga
abrange um espectro variado de manifesta¢des clinicas e os sintomas podem ser semelhantes
com os de outras doencas, como ulceras, hanseniase e cancer (CHAPPUIS; SUNDAR;
HAILU; GHALIB et al., 2007b; SINGH, 2006). Nesse sentido, o diagnostico ¢ realizado com
base na avaliacdo de pardmetros clinicos, inquéritos epidemioldgicos e na confirmagdo por
exames laboratoriais disponiveis. Ao deparar-se com um paciente suspeito, a confirmagao
deve ser via pesquisa direta do parasito, seja por identificagdo de amastigotas em tecido, de
promastigotas em culturas, ou ainda de seus produtos, como pesquisa de anticorpos via
aglutinacdo, imunofluorescéncia indireta e ELISA. Se confirmado, inicia-se investigacao
epidemioldgica e tratamento preconizado, devendo o paciente ser acompanhado mensalmente

durante trés meses (GONTIJO, 2003; TESH, 1995).

2.5.1 - Métodos de Diagndstico Clinico-Epidemiolégico

Com a descontinuacdo do teste intradermorreacdo de Montenegro, o diagndstico
clinico ¢ hoje, baseado em observa¢do das manifestacdes clinicas da doenca. O teste consistia
na observacdo da resposta modulada por células T de memoria que tiveram contato
previamente com o parasito. O método possui como desvantagens a baixa sensibilidade e
especificidade (DE PAIVA-CAVALCANTI; DE MORAIS; PESSOA-E-SILVA; TRAJANO-
SILVA etal., 2015; WEIGLE; SARAVIA, 1996).

Usualmente, o paciente oriundo de areas endémicas tem o diagndstico fechado ao
apresentar lesdo caracteristica da LTH, caracterizada pela presenga de tlcera com bordas
elevadas, edemaciada e de fundo granulomatoso, resposta positiva ao tratamento,
caracterizando um diagnostico terapéutico e diagnostico diferencial de outras patologias de
sintomas clinicos semelhantes, como hanseniase, cancer de pele, tuberculose e infecgdes
fungicas de pele. O conjunto de sinais clinicos da LTH faz com que o diagndstico de novos
casos, ¢ até de casos mais antigos, seja de dificil conclusdo (ESCOBAR; MARTINEZ;
SMITH; PALMA, 1992; REITHINGER; DUJARDIN; LOUZIR; PIRMEZ et al., 2007,
RIDLEY; RIDLEY, 1983).

A tabela 1 compara resultados de sensibilidade e especificidade obtidos na IDRM por

diferentes autores.
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Tabela 1: Valores de sensibilidade e especificidade obtidos no teste de IDRM por diferentes autores

Teste diagndstico Se (%) Sp (%) Autor
IDRM 84,3 100 (BOGGILD; MIRANDA-VERASTEGUI,
ESPINOSA; AREVALO et al., 2007)
IDRM em pacientes 75,0 78.6 (BOGGILD; RAMOS; ESPINOSA;
com lesdo aguda VALENCIA et al., 2010)
IDRM em pacientes 78,3 83,3 (BOGGILD; RAMOS; ESPINOSA;
com lesdo subaguda VALENCIA et al., 2010)
IDRM em pacientes 93,3 75,0 (BOGGILD; RAMOS; ESPINOSA;
com lesdo cronica VALENCIA et al., 2010)
IDRM em pacientes 79,8 80,0 (BOGGILD; RAMOS; ESPINOSA;
com lesao ulcerativa VALENCIA et al., 2010)
IDRM em pacientes 71,4 50,0 (BOGGILD; RAMOS; ESPINOSA;
com lesdo ndo- VALENCIA et al., 2010)
ulcerativa
Intradermorreacao de 97.4 939 (SKRABA; DE MELLO; PEDROSO;
Montenegro (papula FERREIRA et al., 2015)
de Smm)
Intradermorreagao de 95,8 97,1 (SKRABA; DE MELLO; PEDROSO;
Montenegro (papula FERREIRA et al., 2015)
de 6mm)

Se: Sensibilidade; Sp: Especificidade

2.5.2 - Diagnostico Laboratorial por Métodos Diretos

O diagnostico parasitologico ¢ altamente especifico, pois baseia-se na visualizagdo de
formas amastigotas em ldminas de microscopia, demonstrando a presenca do parasito em
materiais de bidpsia, portanto ndo deixando davidas sobre a positividade do paciente. Por
isso, continua sendo o padrdo ouro, porém com sensibilidade de até 88%, visto que ha
limitagdes quando a carga parasitéria ¢ baixa (GOTO, H.; LINDOSO, J. A., 2010; SATO, C.
M.; SANCHEZ, M. C.; CELESTE, B. J.; DUTHIE, M. S. et al., 2017). O diagndstico
parasitologico ¢ também possivel de ser realizado por meio da deteccdo do DNA do parasito
por PCR, que pode ter uma especificidade de 100%, sensibilidade variando de 20-70% e
acuracia de 86%. Porém, ha limitagdes no que diz respeito a custo e aplicagdo do teste em
uma grande parcela da populacdo, além de necessitar de um material coletado de qualidade
(DE PAIVA-CAVALCANTI; DE MORALIS; PESSOA-E-SILVA; TRAJANO-SILVA et al.,
2015; SRIVASTAVA, 2010; SUNDAR; RAI, 2002).

Hé ainda a possibilidade de inoculacdo de biopsias em meio de cultura, porém a
sensibilidade destes testes ndo ¢ satisfatoria, falhando muitas vezes em detectar a presenca da
infeccdo (ANTHONY; GROGL; SACCI; BALLOU, 1987, BARRAL; ALMEIDA; DE
JESUS; MEDEIROS NETO et al., 1987; GOTO, H.; LINDOSO, J. A. L., 2010; LUNEDO;
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THOMAZ-SOCCOL; DE CASTRO; TELLES, 2012; REITHINGER; DUJARDIN; LOUZIR;
PIRMEZ et al., 2007; SCHUBACH; CUZZI-MAYA; OLIVEIRA; SARTORI et al., 2001;
WEIGLE; DEDAVALOS; HEREDIA; MOLINEROS et al., 1987; WEIGLE; LABRADA;
LOZANO; SANTRICH et al., 2002).

O diagndstico parasitologico ¢ conclusivo quando comparado aos demais testes, uma
vez que a identificagdo do parasito ndo deixa dividas sobre a presenca do mesmo. Porém,
apesar da elevada especificidade, ha limitagdes em sua sensibilidade, devido a distribui¢do do
parasito ndo ser homogénea nos tecidos, ou quando a infec¢do possui baixa carga parasitaria.
Além disso, a leitura da lamina exige treinamento adequado e a coleta das amostras ¢é
considerada invasiva, fatos que dificultam sua utilizagdo na pratica médica rotineira
(BARRAL; ALMEIDA; DE JESUS; MEDEIROS NETO et al., 1987; GOMES; CESETTI;
DE PAULA; VERNAL et al., 2017; REITHINGER; DUJARDIN; LOUZIR; PIRMEZ et al.,
2007; TAVARES, C. A. P.; FERNANDES, A. P.; MELO, M. N., 2003; WEIGLE;
DEDAVALOS; HEREDIA; MOLINEROS et al., 1987).

A tabela 2 apresenta dados de sensibilidade e especificidade obtidos por meio

diferentes testes diagndsticos diretos em diferentes trabalhos.

Tabela 2: Valores de sensibilidade e especificidade obtidos em testes diretos por diferentes autores

Teste diagnostico Se (%) Sp (%) Autor

Cultura do Parasito 62,8 100 (BENSOUSSAN; NASEREDDIN; JONAS;
SCHNUR et al., 2006)
Cultura do parasito em 35,8 100 (BOGGILD; MIRANDA-VERASTEGUI;

meio RPMI ESPINOSA; AREVALO et al., 2007)
Cultura do parasito em 54.7 100 (BOGGILD; MIRANDA-VERASTEGUI;
meio Novy-MacNeal- ESPINOSA; AREVALO et al., 2007)

Nicolle
Cultura do parasito de 68,3 100 (BOGGILD; RAMOS; ESPINOSA;
lesdo aguda em meio VALENCIA et al., 2010)
Novy-MacNeal-Nicolle
Cultura do parasito de 50,0 100 (BOGGILD; RAMOS; ESPINOSA;
lesao sub-aguda em meio VALENCIA et al., 2010)
Novy-MacNeal-Nicolle
Cultura do parasito de 24,0 100 (BOGGILD; RAMOS; ESPINOSA;
lesdo cronica em meio VALENCIA et al., 2010)
Novy-MacNeal-Nicolle
Cultura do parasito de 62,9 100 (BOGGILD; RAMOS; ESPINOSA;
lesdo ulcerativa em meio VALENCIA et al., 2010)
Novy-MacNeal-Nicolle
Cultura do parasito de 34,5 100 (BOGGILD; RAMOS; ESPINOSA;
lesdo nao-ulcerativa em VALENCIA et al., 2010)

meio Novy-MacNeal-
Nicolle
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Microcultura do Parasito

Microcultura do Parasito

de lesdes agudas em meio

RPMI

Microcultura do Parasito
de lesdes subagudas em

meio RPMI
Microcultura do Parasito

de lesdes cronicas em

meio RPMI
Microcultura do Parasito
de lesdes ulcerativas em

meio RPMI
Microcultura do Parasito
de lesdes nao-ulcerativas

em meio RPMI
Esfregago de lesdo

Esfregaco de lesao

Esfregaco de lesdes
agudas
Esfregaco de lesdes
subagudas
Esfregaco de lesdes
cronicas
Esfregaco de lesdes
ulcerativas
Esfregago de lesdes ndo-
ulcerativas

PCR de Espacador interno

transcrito do rRNA de
lesao
PCR de splice-ladder
mini-exon do rRNA de
lesao
PCR de K-DNA de lesao

PCR de K-DNA de lesao

PCR de K-DNA de
aspirados e raspados de
lesdo aguda
PCR de K-DNA de
aspirados e raspados de
lesdo subaguda
PCR de K-DNA de
aspirados e raspados de
lesdo cronica

71,7

79,8

71,9

80,0

79,5

72,4

74,4
84,9
78,8
68,8
44,0
72,7
65,5

91,0

53,8

98,7
94,3

99,0

96,9

88,0

100

100

100

100

100

100

100
100
100
100
100
100
100

100

100

57,1
22,2

65,0

70,0

75,0

(BOGGILD; MIRANDA-VERASTEGUI;
ESPINOSA; AREVALO et al., 2007)
(BOGGILD; RAMOS; ESPINOSA;
VALENCIA et al., 2010)

(BOGGILD; RAMOS; ESPINOSA;
VALENCIA et al., 2010)

(BOGGILD; RAMOS; ESPINOSA;
VALENCIA et al., 2010)

(BOGGILD; RAMOS; ESPINOSA;
VALENCIA et al., 2010)

(BOGGILD; RAMOS; ESPINOSA;
VALENCIA et al., 2010)

(BENSOUSSAN; NASEREDDIN; JONAS;
SCHNUR et al., 2006)
(BOGGILD; MIRANDA-VERASTEGUI;
ESPINOSA; AREVALO et al., 2007)
(BOGGILD; RAMOS; ESPINOSA;
VALENCIA et al., 2010)
(BOGGILD; RAMOS; ESPINOSA;
VALENCIA et al., 2010)
(BOGGILD; RAMOS; ESPINOSA;
VALENCIA et al., 2010)
(BOGGILD; RAMOS; ESPINOSA;
VALENCIA et al., 2010)
(BOGGILD; RAMOS; ESPINOSA;
VALENCIA et al., 2010)
(BENSOUSSAN; NASEREDDIN; JONAS;
SCHNUR et al., 2006)

(BENSOUSSAN; NASEREDDIN; JONAS;
SCHNUR et al., 2006)

(BENSOUSSAN; NASEREDDIN; JONAS;
SCHNUR et al., 2006)
(BOGGILD; MIRANDA-VERASTEGUI;
ESPINOSA; AREVALO et al., 2007)
(BOGGILD; RAMOS; ESPINOSA;
VALENCIA et al., 2010)

(BOGGILD; RAMOS; ESPINOSA;
VALENCIA et al., 2010)

(BOGGILD; RAMOS; ESPINOSA;
VALENCIA et al., 2010)
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PCR de K-DNA de 97,7 63,2 (BOGGILD; RAMOS; ESPINOSA;
aspirados e raspados de VALENCIA et al., 2010)
lesao ulcerativa
PCR de K-DNA de 93,2 100 (BOGGILD; RAMOS; ESPINOSA;
aspirados e raspados de VALENCIA et al., 2010)
lesdo ndo-ulcerativa
PCR Real Time de biopsia 73,81 100 (GOMES; CESETTI; DE PAULA;
utilizando CYBR green VERNAL et al., 2017)
PCR Real Time de Swab 75,0 100 (GOMES; CESETTI; DE PAULA;
utilizando CYBR green VERNAL et al., 2017)
PCR Real Time de 54,76 100 (GOMES; CESETTI; DE PAULA;
Bidpsia utilizando VERNAL et al., 2017)
TagMan
PCR Real Time de Swab 56,25 100 (GOMES; CESETTI; DE PAULA;
utilizando TagMan VERNAL et al., 2017)

Se: Sensibilidade; Sp: Especificidade
2.5.3 - Diagnostico Laboratorial por Métodos Indiretos

Os testes soroldgicos tém sido utilizados no diagnostico de diversas doencas, por
serem considerados de facil execugdo, baixo custo e ndo necessitarem de infraestrutura
laboratorial complexa e equipamentos de custo elevado (MABEY; PEELING;
USTIANOWSKI; PERKINS, 2004). Testes soroldgicos, tais como o ensaio imunoenzimatico
(ELISA), ensaio de imunofluorescéncia indireta (IFI), teste de aglutinacdo direta (DAT) e
Western-blot, se baseiam na deteccdo de anticorpos especificos para antigenos do agente
etiolégico em amostras de soro dos pacientes, sendo também utilizados no diagnostico das
leishmanioses (DE PAIVA-CAVALCANTI; DE MORAIS; PESSOA; TRAJANO-SILVA et
al., 2015; TAVARES, C. A.; FERNANDES, A. P.; MELO, M. N., 2003). Os valores de
sensibilidade e especificidade para os testes de ELISA sdo muito variaveis, dependendo do
antigeno utilizado na adsorc¢ao da placa, podendo variar de 66,9 a 93,9 (GUIMARAES, M. C.;
CELESTE, B. J.; FRANCO, E. L., 1990; SATO, C. M.; SANCHEZ, M. C.; CELESTE, B. J;
DUTHIE, M. S. et al., 2017). Para a imunofluorescéncia indireta, os valores de sensibilidade e
especificidade sdo de 75,4 e 89,2%, respectivamente (BARROSO-FREITAS; PASSOS;
MOUTA-CONFORT; MADEIRA et al., 2009; DE PAIVA-CAVALCANTI; DE MORALIS;
PESSOA; TRAJANO-SILVA et al., 2015). A aglutinagdo indireta apresenta valores de
sensibilidade e especificidade de 88.6 e 96.7%, respectivamente (SCHALLIG; SCHOONE;
BEIJER; KROON et al., 2002). O Western-blot ndo ¢ um teste disponivel comercialmente
para diagnostico das leishmanioses, sendo seu uso restrito a pesquisa. Seus valores de

sensibilidade e especificidade em testes feitos com extrato bruto do parasito variaram
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respectivamente de 65,1 a 57,5% (DUARTE, M. C.; PIMENTA, D. C.; MENEZES-SOUZA,
D.; MAGALHAES, R. D. et al, 2015). Por apresentarem grandes variagdes em sua
sensibilidade e/ou especificidade, ndo sdo considerados como padrao ouro, e frequentemente
devem ser associados a outros métodos de deteccdo da doenca para que o diagnodstico seja
fechado corretamente (DE PAIVA-CAVALCANTI; DE MORAIS; PESSOA; TRAJANO-
SILVA et al., 2015; TAVARES, C. A.; FERNANDES, A. P.; MELO, M. N, 2003).

O ensaio imunoenzimatico (ELISA), ¢ uma importante ferramenta para o diagndstico
da LTH e monitoramento da exposi¢do dos individuos em areas endémicas. E sabido que
pacientes com leishmaniose cutdnea possuem baixa producdo de anticorpos especificos aos
parasitos, o que prejudica a sensibilidade dos testes laboratoriais que sdo utilizados (GOTO,
H.; LINDOSO, J. A., 2010). Também, individuos com a forma muco-cutinea, que ¢
caracterizada pela destrui¢do tecidual e desfigurante nos pacientes, podem ndo ser tratados da
maneira mais adequada, devido a limitagdes do diagndstico (GOMES; PAULA; MORALIS;
SOARES et al., 2014). Tais fatores acabam por influenciar a eficacia terapéutica da LTH no
Brasil (GOTO, H.; LINDOSO, J. A., 2010). Em adi¢do, alguns antigenos utilizados no
sorodiagnéstico da LTH podem ser reconhecidos por anticorpos presentes nos soros de
pacientes com outras enfermidades, como doenga de Chagas, malaria, tuberculose, hanseniase
e esquistossomose, causando reagdo cruzada nos ensaios e comprometendo a eficacia dos
testes (CATALDO; DE QUEIROZ MELLO; MOUTA-CONFORT; DE FATIMA
MADEIRA et al., 2010, GOMES-SILVA; SOUZA; AFONSO-CARDOSO; ANDRADE;
DIETZE; LEMOS; BELLI; FAVORETO JUNIOR et al., 2008; KALTER, 1994; VEXENAT
ADE; SANTANA; TEIXEIRA, 1996).

Até o momento, nenhum dos testes de diagnodstico disponivel se apresentou totalmente
eficaz, ocorrendo diferencas na sensibilidade e/ou especificidade dos mesmos, o que torna
necessario um conhecimento epidemiologico e clinico para o diagnoéstico final (GOMES; DE
PAULA; CESETTI; ROSELINO et al., 2014). Neste sentido, a identificagdo de novos alvos €
considerada uma etapa importante na descoberta de antigenos para o desenvolvimento de
testes, ja que a variacdo da eficdcia tem sido atribuida, em grande parte, por inadequada
selecdo de alvos (MASUDA; DO NASCIMENTO; GUERRA; PARANHOS GDA et al.,
1989; SARAVIA; VALDERRAMA; LABRADA; HOLGUIN et al., 1989; SINGH, 2006). O
diagnostico sorologico utilizando-se antigenos recombinantes ¢ uma realidade, tendo sido
implantado na rotina laboratorial. Em contrapartida, o diagnoéstico da LTH ainda levanta
duvidas, ndo havendo unanimidade entre qual o melhor antigeno e/ou teste a ser utilizado. Um

teste sorologico sensivel e especifico seria de grande valia para diagndstico da LTH, uma vez
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que auxiliaria na condu¢do do paciente ao correto tratamento (CUNNINGHAM; HASKER;
DAS; EL SAFI et al., 2012; SATO, C. M.; SANCHEZ, M. C.; CELESTE, B. J.; DUTHIE,
M. S. etal., 2017).

E observada uma baixa de anticorpos especificos anti-leishmania em pacientes com
leishmaniose tegumentar, fato que muitas vezes dificulta o diagndstico soroldgico da doenga.
Ja em pacientes com a forma mucosa, niveis mais elevados de anticorpos sdo observados,
devido ao decurso longo da doenca (MASUDA; DO NASCIMENTO; GUERRA;
PARANHOS GDA et al., 1989; SARAVIA; VALDERRAMA; LABRADA; HOLGUIN et
al., 1989).

A tabela 3 apresenta os valores de sensibilidade e especificidade obtidos em diferentes

testes indiretos por vérios autores.

Tabela 3: Valores de sensibilidade e especificidade obtidos em testes indiretos por diferentes autores

Teste diagnostico Se (%) Sp (%) Autor
Imunofluorescéncia (IgA) 3,1 100 (GUIMARAES, M. C. S.; CELESTE,
B. J.; FRANCO, E. L., 1990)
Imunofluorescéncia (IgM) 20,5 87,8 (GUIMARAES, M. C. S.; CELESTE,
B. J.; FRANCO, E. L., 1990)
Imunofluorescéncia (IgG) 27,7 71,4 (GUIMARAES, M. C. S.; CELESTE,
B. J.; FRANCO, E. L., 1990)
Imunofluorescéncia (IgG) em 88,4 56,7 (ROCHA; GONTIJO; ELOI-SANTOS;
pacientes com LTH TEIXEIRA-CARVALHO et al., 2006)
Imunofluorescéncia (IgG) em 88,4 43,7 (ROCHA; GONTIJO; ELOI-SANTOS;
populacdo co-infectada TEIXEIRA-CARVALHO et al., 2006)
ELISA (IgM) 56,6 72,9 (GUIMARAES, M. C. S.; CELESTE,
B. J.; FRANCO, E. L., 1990)
ELISA (IgG) 66,9 77,5 (GUIMARAES, M. C. S.; CELESTE,
B. J.; FRANCO, E. L., 1990)
ELISA com extrato do parasito 91,0 57,0 (GOMES-SILVA; SOUZA; AFONSO-
preparado em tampao CARDOSO; ANDRADE; DIETZE,;
Concanavalina-A LEMOS; BELLI; FAVORETO et al.,
2008)
ELISA com extrato do parasito 95,0 56,0 (GOMES-SILVA; SOUZA; AFONSO-
preparado em tampao Jacalina CARDOSO; ANDRADE; DIETZE,;
LEMOS; BELLI; FAVORETO et al.,
2008)
ELISA com fracdo ndo ligada a 91,0 53,0 (GOMES-SILVA; SOUZA; AFONSO-
tampao Concanavalina-A CARDOSO; ANDRADE; DIETZE;
LEMOS; BELLI; FAVORETO et al.,
2008)
ELISA com fracdo ndo ligada a 91,0 56,0 (GOMES-SILVA; SOUZA; AFONSO-
tampao Jacalina CARDOSO; ANDRADE; DIETZE;

LEMOS; BELLI; FAVORETO et al.,
2008)
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ELISA com fragdo ligada a
tampao Concanavalina-A

ELISA com fragdo ligada a
tampao Jacalina

ELISA com extrato soltvel do
parasito

ELISA com proteina

recombinante r-HSP70
ELISA com proteina
recombinante r-H2A
ELISA com proteina
recombinante r-H2B
ELISA com proteina

recombinante r-H3
ELISA com proteina
recombinante r-H4

ELISA com proteina

recombinante r-KMP11
ELISA com proteina

recombinante r-Peroxidocin
ELISA com antigenos de
membrana
ELISA com extrato soltivel do
parasito
ELISA com peptideo 1

ELISA com peptideo 2
ELISA com peptideo 3
ELISA com proteina
recombinante r-HSP83.1
ELISA com extrato solivel do
parasito
ELISA com Peptideo sintético
ELISA com proteina

recombinante r-CatL

ELISA com extrato soluvel do
parasito

ELISA com proteina
recombinante r-p-tubulin

81,0

60,0

67,3
65,0
65,7
41,2
39,8
52,5
71,7
98,46
93,3
70,77
63,08
63,08
89,23
93,85

70,77

96,92

96,92

65,1

100

58,0

66,0

91,4
92,0
71,5
79,5
71,5
71,5
53,4
100
90,8
68,57
94,29
90,00
91,43
95,71

68,57

91,43

95,71

57,5

82,5

(GOMES-SILVA; SOUZA; AFONSO-
CARDOSO; ANDRADE; DIETZE,;
LEMOS; BELLI; FAVORETO et al.,
2008)
(GOMES-SILVA; SOUZA; AFONSO-
CARDOSO; ANDRADE; DIETZE,;
LEMOS; BELLI; FAVORETO et al.,
2008)

(SOUZA; SOTO; COSTA;
BOAVENTURA et al., 2013)
(SOUZA; SOTO; COSTA;
BOAVENTURA et al., 2013)
(SOUZA; SOTO; COSTA;
BOAVENTURA et al., 2013)
(SOUZA; SOTO; COSTA;
BOAVENTURA et al., 2013)
(SOUZA; SOTO; COSTA;
BOAVENTURA et al., 2013)
(SOUZA; SOTO; COSTA;
BOAVENTURA et al., 2013)
(SOUZA; SOTO; COSTA;
BOAVENTURA et al., 2013)
(MENEZES-SOUZA; MENDES;
NAGEM; SANTOS et al., 2014)
(SKRABA; PEDROSO; FIORINI;
ROSADO et al., 2014)
(MENEZES-SOUZA; MENDES;
GOMES; REIS-CUNHA et al., 2014)
(MENEZES-SOUZA; MENDES;
GOMES; REIS-CUNHA et al., 2014)
(MENEZES-SOUZA; MENDES;
GOMES; REIS-CUNHA et al., 2014)
(MENEZES-SOUZA; MENDES;
GOMES; REIS-CUNHA et al., 2014)
(MENEZES-SOUZA; MENDES;
GOMES; REIS-CUNHA et al., 2014)
(MENEZES-SOUZA; MENDES;
GOMES; BARTHOLOMEU et al.,
2015)
(MENEZES-SOUZA; MENDES;
GOMES; BARTHOLOMEU et al.,
2015)
(MENEZES-SOUZA; MENDES;
GOMES; BARTHOLOMEU et al.,
2015)

(DUARTE, M. C.; PIMENTA, D. C,;
MENEZES-SOUZA, D.;
MAGALHAES, R. D. M. et al., 2015)
(DUARTE, M. C.; PIMENTA, D. C;
MENEZES-SOUZA, D.;



ELISA com proteina
recombinante r-Proteina
hipotética
ELISA com proteina
recombinante r-Tryparedoxin
Peroxidase
ELISA com proteina
recombinante r-Eukariotic
initiation factor Sa
ELISA com proteina
recombinante r-Enolase

ELISA com proteina
recombinante r-Lb6H

ELISA com proteina
recombinante r-Lb8E

ELISA (IgG) com extrato
soluvel do parasito

ELISA com proteina
recombinante r-LB8E

ELISA com proteina
recombinante r-LB6H

ELISA com extrato de L.
major

ELISA com extrato solivel do
parasito
ELISA com extrato solivel do
parasito
ELISA com proteina
recombinante r-LBK39
ELISA proteina recombinante
r-F-CPB
ELISA proteina recombinante
r-N-CPB
ELISA proteina recombinante
r-C-CPB
Citometria em pacientes com
LTH
Citometria em populagdo co-
infectada
Citometria de fluxo com
antigeno vivo
Citometria com antigeno

95,4

100

100

100

100

83,3

100%

83,3

100,0

91,2

94,4
70,0
88
90,7
94,4
94,3
93,6
93,6
86,0

90,0

85,0

100

92,5

85,0

98,5

83,3

83,3

98,5

95,6

90,9
100,0
98
95,5
90,9
91,3
87,6
64,0
78,0

78,0
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MAGALHAES, R. D. M. et al., 2015)
(DUARTE, M. C.; PIMENTA, D. C.;
MENEZES-SOUZA, D.;
MAGALHAES, R. D. M. et al., 2015)
(DUARTE, M. C.; PIMENTA, D. C.;
MENEZES-SOUZA, D.;
MAGALHAES, R. D. M. et al., 2015)
(DUARTE, M. C.; PIMENTA, D. C.;
MENEZES-SOUZA, D.;
MAGALHAES, R. D. M. et al., 2015)
(DUARTE, M. C.; PIMENTA, D. C.;
MENEZES-SOUZA, D.;
MAGALHAES, R. D. M. et al., 2015)
(SATO, C. M.; SANCHEZ, M. C. A
CELESTE, B. J.; DUTHIE, M. S. et al.,
2017)

(SATO, C. M.; SANCHEZ, M. C. A;
CELESTE, B. J.; DUTHIE, M. S. et al.,
2017)
(PEDRAL-SAMPAIO; ALVES;
SCHRIEFER; MAGALHAES et al.,
2016)

(SATO, C. M.; SANCHEZ, M. C. A;
CELESTE, B. J.; DUTHIE, M. S. et al.,
2017)

(SATO, C. M.; SANCHEZ, M. C. A;
CELESTE, B. J.; DUTHIE, M. S. et al.,
2017)

(SATO, C. M.; SANCHEZ, M. C. A;
CELESTE, B. J.; DUTHIE, M. S. et al.,
2017)

(BIVONA; CZENTNER; ALBERTI;
CERNY etal., 2019)

(DE SOUZA; CARVALHO; BATES;
PETTERLE et al., 2019)

(DE SOUZA; CARVALHO; BATES;
PETTERLE et al., 2019)
(BIVONA; CZENTNER; ALBERTI;
CERNY etal., 2019)
(BIVONA; CZENTNER; ALBERTI;
CERNY etal., 2019)
(BIVONA; CZENTNER; ALBERTI;
CERNY etal., 2019)
(ROCHA; GONTIJIO; ELOI-SANTOS;
TEIXEIRA-CARVALHO et al., 2006)
(ROCHA; GONTIJO; ELOI-SANTOS;
TEIXEIRA-CARVALHO et al., 2006)
(PEREIRA; REIS; SOUZA; DE
OLIVEIRA et al., 2012)
(PEREIRA; REIS; SOUZA; DE
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fixado OLIVEIRA et al., 2012)
Citometria de Fluxo 100 0 (PEDRAL-SAMPAIO; ALVES;
SCHRIEFER; MAGALHAES et al.,
2016)

Se: Sensibilidade; Sp: Especificidade

2.6 — O papel das proteinas selecionadas na composicao da proteina quimérica

As proteinas tém um papel fundamental na antigenicidade e imunogenicidade de um
microrganismo sobre o sistema imune de um hospedeiro. A possibilidade de mapeamento de
tais proteinas por meio de imunoinformatica permite uma avaliagdo prévia no que diz respeito
a capacidade de reconhecimento pelo sistema imune do hospedeiro, sendo possivel entdo a
criagdo de métodos diagnosticos que utilizem tais proteinas (MENEZES-SOUZA; MENDES;
GOMES; BARTHOLOMEU et al., 2015; SOUZA; SOTO; COSTA; BOAVENTURA et al.,
2013).

Actin ou Actina ¢ uma proteina comum e bastante presente em eucaritos, incluindo
também os parasitos Leishmania sp. Sua importancia na formagdo do citoesqueleto,
conformagdo celular e na interacdo com outras proteinas ja foi descrita, tendo inclusive
propriedades similares a tubulina e ligadas a motilidade e transporte intracelular (BUGYT;
CARLIER, 2010; DOS REMEDIOS; CHHABRA; KEKIC; DEDOVA et al., 2003; KUMAR;
SRIVASTAVA; MITRA; SAHASRABUDDHE et al., 2012). Estudos prévios demonstram
que a actina presente em parasitos da ordem kinetoplastida estdo localizadas no citoesqueleto
cortical, flagelo, nticleo e cinetoplasto e que a estrutura e a funcionalidade dessa proteina seja
diferente quando comparada a outros eucariotos (SAHASRABUDDHE; BAJPAI; GUPTA,
2004). A presenca de anticorpos anti-tubulina em soros de hospedeiros ja foi demostrada,
havendo reconhecimento da proteina pelo sistema imune de pacientes com leishmaniose
(DUARTE, M. C.; PIMENTA, D. C.; MENEZES-SOUZA, D.; MAGALHAES, R. D. M. et
al., 2015; PATERAKI; PORTOCALA; LABROUSSE; GUESDON, 1983).

Pouco ¢ descrito sobre a Paraflagelar ROD protein ID, e seu papel nas leishmanioses.
Sabe-se que se trata de uma proteina altamente expressa no flagelo de parasitos, incluindo os
da ordem Kinetoplastida, dos quais ¢ ubiquitdria, estando presente ao longo de todo o
axonema. E importante na motilidade do parasito, garantindo velocidade e portanto mais
abundante em formas promastigotas, porém ¢ conservada na forma amastigota (CACHON;
CACHON; COSSON; COSSON, 1988; MOORE; SANTRICH; LEBOWITZ, 1996;
SANTRICH; MOORE; SHERWIN; BASTIN et al., 1997). Sabe-se ainda que a Paraflagelar
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ROD protein tem um importante papel na imunogenicidade contra infec¢des por Leishmania
spp.(DUARTE, M. C.; PIMENTA, D. C.; MENEZES-SOUZA, D.; MAGALHAES, R. D. M.
et al.,2015; PORTMAN; GULL, 2010).

As Tubulin ou Tubulinas incluem uma familia de proteinas que sdo responsaveis por
varias fungdes no microrganismo, como por exemplo citoesqueleto em microorganimos
procariotos e divisdo celular. Embora a grande quantidade de subtipos de tubulinas ndo tenha
suas fungdes completamente descritas, ¢ sabido que as alfa e beta tubulinas sao
especificamente responsaveis pela estrutura microtubular dos microrganimos e arquitetura da
célula, bem como sua funcdo. As tubulinas s3o importantes para as diversas espécies de
Leishmania, uma vez que ha um arranjo de microtubos perto da membrana celular, sendo
majoritariamente encontradas na por¢ao de proteinas do citoesqueleto (HUANG; ROBERTS;
PRATT; DAVID et al., 1984; MATRANGOLO; LIARTE; ANDRADE; DE MELO et al.,
2013; MCKEAN; VAUGHAN; GULL, 2001).

Eukariotic Initiation Factor 54, foi primeiramente descrita como uma proteina que
induz a resposta protetora, ou seja, do tipo Thl em individuos com leishmaniose. E uma
proteina essencial, necessaria para a proliferacdo celular. Ja foi descrita como um potencial
antigeno para reconhecimento de individuos infectados com Leishmania, sendo presente nas
formas amastigotas e promastigotas do parasito e por conseguinte considerado como uma boa
candidata a ser avaliada em testes diagnosticos, como imundgeno em vacinas € até mesmo
como uma molécula para tratamento de individuos infectados com leishmaniose (COELHO;
OLIVEIRA; VALADARES; CHAVEZ-FUMAGALLI et al.,, 2012; DUARTE; LAGE,;
MARTINS; COSTA et al., 2017, KOUTSONI; BARHOUMI; GUIZANI; DOTSIKA, 2014;
SKEIKY; GUDERIAN; BENSON; BACELAR et al., 1995).

Proteinas MORN (Membrane Orientation and Recognition Nexus) sdo proteinas
essencialmente presentes e com diversas fun¢des em uma grande variedade de organismos,
tendo fun¢do enzimatica e de interacdo entre proteinas e citoesqueleto, bem como na fungao
mitdtica. Nos parasitos do género Leishmania, a fun¢ao das proteinas MORN nido estdo bem
estabelecisas, porém sabe-se que sdo importantes candidatos a testes diagnoOsticos para as
leishmanioses (DUARTE, M. C.; PIMENTA, D. C.; MENEZES-SOUZA, D.;
MAGALHAES, R. D. M. et al., 2015; GUBBELS; VAISHNAVA; BOOT; DUBREMETZ et
al., 2006).

A Translation elongation factor I-Beta, trata-se de uma proteina secretada e ¢
conhecida por participar, além de outros processos celulares, da sintese de proteinas e

sobrevivéncia de amastigotas em macrofagos, bem como sua persisténcia e aparecimento de



38

doenca metastatica. Trabalhos prévios ja identificaram o potencial da proteina em agir como
antigeno em testes diagnosticos para a LTH (GUBBELS; VAISHNAVA; BOOT;
DUBREMETZ et al., 2006) (CUERVO; DE JESUS; SABOIA-VAHIA; MENDONCA-
LIMA et al, 2009; DUARTE, M. C.; PIMENTA, D. C.; MENEZES-SOUZA, D,
MAGALHAES, R. D. M. et al., 2015; WALKER; ACESTOR; GONGORA; QUADRONI et
al., 2006).

Heat shock proteins (HSPs) sdo por sua vez moléculas de aten¢do por serem
considerados potentes antigenos que induzem a uma resposta imune. Sdo conservadas em
microrganismos procaridticos e eucarioticos, tendo diversas fungdes importantes no
dobramento, montagem e transloca¢@o de proteinas. Além de controle da maturagdo, ativagao,
translocacdo e degradacdo, e manutencdo da homeostase, uma vez que funcionam como
chaperonas moleculares interagindo com outras proteinas e assim impedindo a ligacao
inapropriada com outras proteinas, elas tem um papel importante na resposta ao estresse por
exemplo ao calor (FEDER; HOFMANN, 1999; HENDERSON, 2010). Em adicdo a isso, as
sequéncias génicas das HSPs sdo altamente conservadas mesmo ap6s a evolugdo do parasito,
tendo se tornado um sinalizador para o hospedeiro de que ha presenca de infeccdo.
(KAUFMANN, 1990). Trabalhos recentes tém demonstrado o potencial das HSPs de atuarem
como antigeno no diagnostico soroldgico das leishmanioses (DUARTE, M. C.; PIMENTA,
D. C.; MENEZES-SOUZA, D.; MAGALHAES, R. D. M. et al., 2015; MENEZES-SOUZA;
MENDES; GOMES; REIS-CUNHA et al., 2014).

A proteina tryparedoxyn peroxidase pertence a uma familia de proteinas chamada
peroxiredoxinas, sendo associadas a viruléncia do parasito e possuindo alta antigenicidade
durante a doenga ativa. Estudos tem demonstrado o potencial da tryparedoxyn peroxidase no
diagnodsticoda leishmaniose tegumentar (DUARTE, M. C.; PIMENTA, D. C.; MENEZES-
SOUZA, D.; MAGALHAES, R. D. M. et al., 2015).

A proteina Cytochrome oxidase ¢ uma proteina de papel importante tanto nas formas
amastigotas como nas promastigotas. Ja ¢ descrita por ter fun¢do na fosforilacdo oxidativa e a
sobrevivéncia do parasito intracelular. Tem também importancia na morte do parasito frente
ao uso de drogas leishmanicidas (DEY; MENESES; SALOTRA; KAMHAWTI et al., 2010;
LUQUE-ORTEGA; RIVAS, 2007).

2.7 — Novas tecnologias com potencial aplicabilidade no diagndstico da LTH
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A descoberta de novos alvos deve satisfazer a uma variedade de critérios para permitir
a progressdo do desenvolvimento de novos métodos diagnodsticos. Para o diagnostico
soroldgico, fatores importantes incluem: identificar por meio de imunoinformatica epitopos de
linfocitos B das proteinas alvo; avaliar a homologia desses epitopos com proteinas ortélogas
do hospedeiro e de outros microrganismos associado a reatividade cruzada em ensaios
soroldgicos; além da etapa de validagcdo experimental (CHAPPUIS; SUNDAR; HAILU;
GHALIB et al., 2007a; ESCOBAR; MARTINEZ; SMITH; PALMA, 1992; GONTLIO, 2003;
TESH, 1995).

A fim de minimizar problemas de sensibilidade e/ou especificidade, varios trabalhos
tém sido realizados para identificar novos antigenos candidatos ao diagnostico soroldgico da
LTH, razdo pela qual ha um grande interesse na descoberta e caracterizacdo de moléculas
antigénicas que possam ser utilizadas nos supracitados testes soroldgicos diagnosticos
(CATALDO; DE QUEIROZ MELLO; MOUTA-CONFORT; DE FATIMA MADEIRA et
al., 2010; DUARTE, M. C.; PIMENTA, D. C.; MENEZES-SOUZA, D.; MAGALHAES, R.
D. et al., 2015; MENEZES-SOUZA; DE OLIVEIRA MENDES; DE ARAUJO LEAO; DE
SOUZA GOMES et al, 2015; MENEZES-SOUZA; MENDES; GOMES MDE;
BARTHOLOMEU et al., 2015; SATO, C. M.; SANCHEZ, M. C.; CELESTE, B. J;
DUTHIE, M. S. et al., 2017). Baseado nas informacgdes obtidas pelo sequenciamento dos
genomas, as abordagens experimentais associando dados de imunoprotedmica com dados de
predi¢do in silico por imunoinformatica, baseado em genomas publicados, permitem a busca
por proteinas antigénicas, assim como determinar as regides desses alvos que estabelecem a
antigenicidade e especificidade para o reconhecimento dos alvos pelo soro de pacientes com
doengas infecciosas e parasitarias. Além disso, a predicao de estruturas presentes em regido de
desordem estrutural, permite sugerir que as mesmas estdo disponiveis para ligacdo em
anticorpos, independentemente de estarem em sua conformag¢@o ou na estrutura tridimensional
correta, fator muitas vezes limitante para a producdo de proteinas recombinantes (DUARTE,
M. C.; PIMENTA, D. C.; MENEZES-SOUZA, D.; MAGALHAES, R. D. et al., 2015;
MENEZES-SOUZA; DE OLIVEIRA MENDES; DE ARAUJO LEAO; DE SOUZA GOMES
etal., 2015).

Cabe destacar que a selecdo de proteinas expressas em estdgios especificos dos
parasitos encontrados no hospedeiro vertebrado ¢ um fator determinante na escolha de alvos
para diagnostico sorologico (DUARTE, M. C.; PIMENTA, D. C.; MENEZES-SOUZA, D.;
MAGALHAES, R. D. et al, 2015; MENEZES-SOUZA; DE OLIVEIRA MENDES; DE
ARAUJO LEAO; DE SOUZA GOMES et al, 2015). Proteinas expressas no estagio
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amastigota do parasito devem ser consideradas como potenciais alvos para diagndstico, visto
que essa ¢ a forma bioldgica que permanece em contato com o sistema imune do hospedeiro
vertebrado durante a infecgdo do mesmo. Diversos estudos optaram por trabalhar com
proteinas antigénicas expressas na forma amastigota de parasitos do género Leishmania e
Trypanosoma, mostrando melhoria na sensibilidade, logo diminuindo a chance de ndo
identificar individuos positivos durante a execucao do teste (AGUIRRE; SILBER; BRITO;
RIBONE et al., 2006; BROTHERTON; RACINE; FOUCHER; DRUMMELSMITH et al.,
2010; DUARTE, M. C.; PIMENTA, D. C.; MENEZES-SOUZA, D.; MAGALHAES, R. D. et
al., 2015; ELISEL; MATOS; CARVALHO; CHAVES et al., 2018; GOPFERT; GOEHRING;
KLEIN; ILG, 1999; MENEZES-SOUZA; DE OLIVEIRA MENDES; DE ARAUJO LEAO;
DE SOUZA GOMES et al., 2015; PALATNIK-DE-SOUSA; GOMES; PARAGUAI-DE-
SOUZA; PALATNIK et al., 1995).

Atualmente, existem limitacdes nas metodologias de diagndstico sorolégico da LTH,
relacionado a baixa sensibilidade e reatividade cruzada em individuos de areas endémicas e
portadores de outras patologias, como por exemplo, doenca de Chagas (DC). Parte dos
problemas de sensibilidade e/ou especificidade das proteinas alvos poderiam ser resolvidos
pela identificacdo de epitopos de linfocitos B, com elevado score, e analise de divergéncia
dessas regides com alvos presentes no hospedeiro e em microrganismos que apresentam
reatividade cruzada com a LTH (MENDES; REIS CUNHA; DE ALMEIDA LOURDES;
RODRIGUES LUIZ et al., 2013; MENEZES-SOUZA; DE OLIVEIRA MENDES; DE
ARAUJO LEAO; DE SOUZA GOMES et al., 2015; SATO, C. M.; SANCHEZ, M. C.;
CELESTE, B. J.; DUTHIE, M. S. et al, 2017). Nesse sentido, alguns trabalhos
desenvolveram proteinas quiméricas reunindo apenas epitopos de linfécitos B dos antigenos
alvos. Como estratégia, optaram por avaliar se sdo divergentes de proteinas presente no
hospedeiro e em microrganismos que co-ocorrem em areas endémicas e estdo associados a
reatividade cruzada. Com isso, observou-se aumento na sensibilidade e especificidade em
testes de diagndstico sorologico quando comparado ao uso das respectivas proteinas
recombinantes (AGUIRRE; SILBER; BRITO; RIBONE et al, 2006; MARCIPAR,;
ROODVELDT; CORRADI; CABEZA et al., 2005). Existe ainda uma crescente demanda
para o desenvolvimento de métodos de diagnosticos mais sensiveis, rapidos e de facil
execucdo e passiveis de serem aplicados no campo, como testes imunocromatograficos
rapidos (GOMES; PAULA; MORAIS; SOARES et al., 2014).

Recentemente, foi realizado pelo nosso grupo trabalhos utilizando métodos de

imunoinformatica e imunoprotedmica para identificar novas proteinas candidatas ao
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diagnéstico sorolégico da LTH (COSTA DUARTE; DOS REIS LAGE; LAGE; MESQUITA
et al., 2016; DUARTE; LAGE; LAGE; MARTINS et al., 2016; MENEZES-SOUZA; DE
OLIVEIRA MENDES; DE ARAUJO LEAO; DE SOUZA GOMES et al., 2015; MENEZES-
SOUZA; MENDES; GOMES MDE; BARTHOLOMEU et al., 2015). A fim de empregar
uma abordagem imunoprotedmica a partir de antigenos presentes em extratos totais do
parasito L. braziliensis, em fase promastigota e amastigota, identificou-se proteinas
reconhecidas por anticorpos de pacientes com LTH, descartando todos os demais spots
reconhecidos por soros de pacientes negativos € que vivem em areas endémicas, além de
positivos para DC (DUARTE, M. C.; PIMENTA, D. C.; MENEZES-SOUZA, D.;
MAGALHAES, R. D. et al., 2015).

Diversos alvos foram especificamente reconhecidos pelas amostras de soro de
pacientes com LTH. Foi entdo realizada espectrometria de massa dos spots que permitiram
identificar 20 proteinas do parasito L. braziliensis. Dessas, 5 proteinas foram selecionadas,
clonadas e expressas em vetor de expressdo para aplicacdo em sorodiagnéstico da LTH, nao
sendo observadas reagdes cruzadas com pacientes negativos de area endémica ou com DC. Os
valores de sensibilidade e especificidade mostraram-se superiores quando comparados com
testes de ELISA utilizando extrato soluvel do parasito. Porém, o estudo supracitado ndo testou
as proteinas juntas como um candidato diagnostico e nem avaliou por meio de ferramentas de
imunoinformatica os epitopos de células B das proteinas caracterizadas, abrindo oportunidade
para que esse tipo de andlise fosse realizada, e os epitopos associados em uma Unica proteina
quimérica, assim como também realizar a avaliagdo com painel sorolégico mais amplo, ja que
apesar de resultados promissores, ainda sdo observados problemas de sensibilidade e

especificidade, que podem ser melhorados.
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3 - JUSTIFICATIVA

A LTH ¢ hoje classificada como um grave problema de satde publica pela OMS.
Dentre as dificuldades que cercam a doenga, destaca-se o estigma social que causa, custo com
tratamento para os Orgdos publicos de saude e dificuldade de controle. A vigilancia e o
monitoramento, bem como o diagndstico precoce e tratamento adequado de casos
confirmados, sdo de suma importancia no controle da doenca.

Existe hoje uma dificuldade no que diz respeito ao diagndstico sorolégico da LTH. O
presente trabalho viu a necessidade de criagdo de um novo antigeno, uma vez que 0s avangos
na area de quimica de proteinas permitiram revolucionar o campo de testes diagndsticos. O
uso das novas tecnologias de constru¢do de genes sintéticos e de proteinas recombinantes,
facilita a producdo e a caracterizagdo proteica e ainda permite o preparo de grandes
quantidades de antigenos em laboratdrio. Tais exploragdes tecnologicas trazem como
beneficio a possibilidade de criagdo de uma proteina quimérica que melhore de maneira
significativa o diagndstico soroldgico da LTH, uma vez que ha limitagdes no que diz respeito
a sensibilidade e especificidade para o sorodiagndstico da LTH.

Durante os ultimos anos, o nosso grupo vem desenvolvendo estudos na area de
imunoprotedmica que culminaram na identificagdo de 20 proteinas potenciais candidatas para
uso no diagndstico sorologico, fato que motivou a firmacao de parcerias a fim de explorar o
campo mais a fundo. Tais fatores, corroborados com a experiéncia do grupo na produgdo de
proteinas recombinantes, motivaram o desenvolvimento de um antigeno para ser utilizado no
diagnostico sorologico, elaborado na forma de proteina quimérica desenvolvida a partir de
epitopos de linfocitos B, que apresentaram melhores valores de predi¢ao, derivados a partir de
proteinas previamente identificadas por meio de ensaios de imunoprotedmica empregando o
parasito L. braziliensis, além de serem proteinas encontradas em estdgios do parasito
encontrado no hospedeiro, o que pode gerar importante impacto na sensibilidade do antigeno
(DUARTE, M. C.; PIMENTA, D. C.; MENEZES-SOUZA, D.; MAGALHAES, R. D. et al.,
2015).

A proposta foi de obter um antigeno e avaliar o seu potencial uso no diagnostico
soroldgico da LTH, antigeno este passivel de ser aplicado em ensaios soroldgicos, como teste
imunoenzimatico ELISA, imunocromatografico, dentre outros, fornecendo uma alternativa de
baixo custo, facil execucdo, e principalmente com elevada acuricia, o que contribuira para
identificar adequadamente o numero de casos de LTH e, como consequéncia, permitir o

emprego de medidas de prevengdo, controle e tratamento em areas endémicas do Brasil.
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4 - OBJETIVOS

4.1 - Objetivo geral

Construir um gene codificador de uma proteina quimérica, baseada em epitopos de
reconhecimento para linfocitos B presentes em proteinas previamente identificadas pela
técnica de imunoprotedmica no parasito L. braziliensis, e avaliar o seu potencial uso para o

desenvolvimento de testes soroldgicos para detec¢ao da LTH.

4.2 - Objetivo especificos

4.2.1 — Fase |

e Selecionar potenciais proteinas do imunoproteoma de L. braziliensis (DUARTE, M.
C.; PIMENTA, D. C.; MENEZES-SOUZA, D.; MAGALHAES, R. D. M. et al., 2015)
que apresentem elevada expressao no estagio amastigota e que sejam reconhecidas por

individuos que apresentem a manifestagdo clinica cutdnea ou muco-cutanea da LTH;

e Utilizando andlises de géis bidimensionais, determinar o nivel da expressdo das
proteinas selecionadas nos estagios promastigota e amastigota do parasito, e apresentar

na forma de graficos de Heat-map;

e Por meio da analise por western blot em géis bi-dimensionais, avaliar a antigenicidade
para o reconhecimento das proteinas selecionadas, utilizando amostras de pacientes
com a manifestagdo clinica cutdnea ou muco-cutdnea da LTH, e apresentar na forma

de graficos de Heat-map;

e Utilizando ferramentas de Imunoinformadtica, recuperar sequéncias das proteinas
selecionadas por imunoprotedmica do banco de dados TritrypDB e avaliar em relagdo
a presenca epitopos lineares de linfocitos B, assim como a divergéncia em relagdo a
proteinas do hospedeiro e consequentemente, identificar regides com maior

probabilidade de antigenicidade;
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Avaliar a similaridade com proteinas do proteoma predito de diferentes
microrganismos com o intuito de eliminar ou minimizar rea¢do cruzada quando

empregadas em teste imunodiagndsticos;

Ranquear e selecionar os epitopos para compor a proteina quimérica.

Fase I1

Sintetizar o gene e expressar na forma de proteina recombinante quimérica por meio

da clonagem no vetor pET-28a(+);

Padronizar e avaliar o desempenho da proteina no teste de imunodiagndstico por
ELISA, empregando soro de individuos portadores de LTH causada por L.
braziliensis, formas clinicas cutanea ¢ mucosa, ¢ soros de individuos controle ¢ de

individuos portadores de outras doencgas de relevancia no diagnostico diferencial;

Avaliar os resultados obtidos por meio dos testes sorologicos descritos atualmente na
literatura, bem como comparar sua eficacia com o diagnostico da LTH por meio da
observagdo de sensibilidade e especificidade, levantando dados de revisdo

bibliografica.
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5 - DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

O presente trabalho foi subdividido em fases 1 e 2, com o objetivo de elucidar melhor
as atividades realizadas em cada etapa desde o delineamento experimental até a execugdo. A
Figura 3 traz o fluxograma contendo toda a parte de andlise prévia realizada de maneira
estratégica para selecdo das proteinas que viriam a compor a proteina quimérica. Cada etapa
descrita ¢ importante para assegurar a obten¢do de um produto que tenha bom resultado como

uma potencial ferramenta para o diagnostico da LTA.

Seleci . Reconhecidas por
elecionarpotenciais } individuos com
FASE I ) proteinas do ‘ Elevada expressaono T T
imunoproteoma de L. estagio amastigota, P
braziliensis cutanea ou muco-
cutanea da LTH
Determinar o nivel da
Analises de géis expressio das proteinas - -
bidi S—— [ lecionad thgios Grificos de Heat Analises de géis
idimensionais selecionadas em estigios raficos de Heat-map bidimensionais
promastigota e
amastigota do parasito
Avaliar a antigenicidade _ Pormeio de .
ara o reconhecimento Graficos de Heat-ma 1munomforma}1ca: Ava,har e
P d tei r P Recuperar sequéncias ——> epitopos lineares de
S eanas das proteinas linfécitos B
selecionadas selecionadas
Avaliar divergéncias Identificar regides com Avaliar similaridade Ranquear e selecionar
com proteinas do ——>| maior probabilidade d¢e ———>| com proteinas de outros ——> | os epitopos para compor
hospedeiro antigenicidade patogenos a proteina quimérica

Figura 3: Fluxograma com o percurso seguido na seleg¢@o dos alvos a comporem a proteina quimérica.

O fluxograma explicando as etapas seguidas apés a selecdo dos alvos, com a producao
da proteina quimérica, purificagdo e uso em padronizacdo de teste diagndstico utilizando
soros de pacientes positivos e com outras infeccdes e realizagdo das andlises apds os testes

estdo elucidados na figura 4.
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FASE II

Sintetizar o gene codificador da
proteina quimérica

Clonagem no vetor pET28a(+)

Purificar a proteina quimérica

Padronizar o uso da proteina em

clinicas cutinea e mucosa

doencas de diagnostico diferencial

Expressar a proteina quimérica ———> por meio de cromatografia teste ELISA
A A Avaliar pacientes do grupo
EVE I B B ESCTTE ———>| controle e portadores de outras

Figura 4: Fluxograma com o percurso seguido na sintese, expressao, purifica¢do e padronizacdo de teste ELISA

para diagnostico da LTH.
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6. METODOLOGIA

6.1 — Aspectos éticos

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da UFMG (COEP/UFMG),
com o nimero de processo CAAE-323431.14.9.0000.5149 ¢ pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal da UFMG (CETEA/UFMG) com o numero de processo 333/2015.

6.2 — Amostras de soros de pacientes

As seguintes amostras de soro foram utilizadas para a realizacdo dos ensaios de
ELISA para o sorodiagnostico da Leishmaniose Tegumentar Americana: soros de pacientes
infectados pelo parasito Leishmania braziliensis, apresentando a patologia na forma mucosa
(n=35), forma cutinea (n=35). Para averiguar presenca de reacdes cruzadas, foram testados
soros de pacientes ndo-infectados (controle negativo, n=35) e soros de pacientes com Doenca

de Chagas (n=35).

6.3 — Parasitos

A obtencdo dos extratos soluveis de Leishmania (SLA) de L. braziliensis foi feita a
partir de cerca de 2x10% promastigotas/mL, durante a sua fase log. Os parasitos foram
centrifugados a 4,000 x g, lavados trés vezes com adi¢do de 5 mL de PBS estéril. Apos cinco
ciclos consecutivos de congelamento e descongelamento em nitrogénio liquido, a suspensao
celular foi centrifugada com uma forca de 8,000 x g por 20 minutos a 4°C e aliquotas foram
etiquetadas e estocadas em freezer a -80 °C conforme descrito por COELHO et al., 2003.
Uma estimativa da concentracdo de proteinas foi determinada pelo método colorimétrico do
Acido Bicinconinico (BCA), utilizando o kit Protein Assay Reagent (Thermo Scientific®), de

acordo com as recomendagdes do fabricante.

6.4 — Selecao de alvos a comporem a proteina quimérica

Os epitopos foram selecionados a partir de 20 proteinas reconhecidas pela técnica de
imunoprotedmica (DUARTE, M. C.; PIMENTA, D. C.; MENEZES-SOUZA, D.;
MAGALHAES, R. D. et al., 2015). Das 20 proteinas, 13 foram reconhecidas no estagio

amastigota do parasito, e selecionadas por estarem em maior contato com o sistema imune do
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hospedeiro. Dessas, 32 epitopos de célula B estavam em regido de desordem estrutural,
significando linearidade, porém 19 delas mostraram-se similares a Trypanosoma
cruzi,Toxoplasma gondii e Mycobacterium leprae e foram excluidas, restando 13 que
mostraram divergéncia maior que 80%, aumentando a possibilidade de ndo ocorrer reagdes
cruzadas. O fato de os epitopos selecionados das proteinas possuirem divergéncia com
Trypanosoma cruzi, Toxoplasma gondii e Mycobacterium leprae objetiva evitar reagdes
cruzadas entre individuos portadores de patologias causadas por tais patdogenos.

Os 13 epitopos selecionados para compor a proteina quimérica sdo sublinhados
abaixo, havendo uma metionina inicial, cauda de histidina e stop codon.

MTNSAKSANEGSGSGEDEEVAEAPPAEAAPAEVTAGGSGSGHDFSHQGG
GDNASKGSGSGLEDQAPSTGSGSGEGESREDLDMPPDPALGSGSGMSPEDATGG
SGSGATKRYTGNKERGSGSGKAGTGPDAEKSGSGSGVTYAGPDGSVSEKGSGSG
KDTYEGEWRNDSATGSGSGAKDAEKKKTGSGSGKMNEPAPPFGSGSGWKKGD
ATMKPEHHHHHH*

A sequéncia do gene codificador da quimera foi otimizada pelo software "Codon
Optimization Tool" da IDT para expressao na bactéria E. coli:

ATGACGAACAGCGCCAAAAGCGCCAACGAGGGCTCGGGAAGCGGCGA
AGACGAAGAGGTAGCAGAAGCGCCACCTGCCGAGGCAGCCCCAGCAGAAGT
AACTGCAGGTGGCTCCGGTTCGGGTCACGATTTCTCCCATCAGGGTGGGGG
TGACAATGCTTCGAAAGGTTCGGGTTCTGGGTTGGAAGACCAAGCGCCCTCA
ACAGGTTCTGGCTCCGGCGAAGGTGAGTCCCGCGAGGATCTGGATATGCCG
CCAGACCCAGCATTGGGTTCGGGAAGCGGAATGTCCCCCGAGGACGCGACA
GGTGGCAGCGGCAGCGGAGCCACAAAACGCTACACTGGAAATAAAGAGCGT
GGCTCGGGCAGTGGCAAAGCCGGTACTGGACCAGACGCTGAGAAGTCTGGT
TCTGGTAGTGGCGTTACGTATGCTGGTCCCGACGGCAGTGTCAGTGAAAAA
GGGTCAGGGAGCGGCAAGGACACTTATGAAGGAGAATGGCGTAATGATTCG
GCGACAGGTAGTGGATCTGGGGCTAAGGATGCTGAAAAAAAGAAAACGGGA
AGCGGTTCTGGCAAAATGAATGAACCCGCCCCACCATTTGGTAGTGGCTCGG
GATGGAAGAAGGGTGACGCGACGATGAAGCCCGAACATCATCACCACCACC
ACTAA

O potencial dos peptideos de atuarem como epitopos ¢ mantido na quimera (Score de
1.74). Em adi¢do, a proteina tem alta desordem estrutural, predita pelo programa [TUPRED
(Score de 0,91; 0,74 e 0,77), significando que os peptideos estardo disponiveis para ligacao

com anticorpos, ndo possuindo conformagao.
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A sequéncia do gene codificador da proteina quimérica foi desenhada utilizando o
software Gene Oligo Explorer (versdo 1.5, 2010). Em seguida, o gene foi sintetizado por

empresa de biotecnologia especializada.

6.5 — Ligacdo do gene em pGEM®-T Easy Vector Systems

O plasmidio contento 4pg do gene quimérico liofilizado foi armazenado a -20°C até o
momento do uso. Para o uso, o plasmideo foi primeiramente centrifugado a 6000 G por 5
minutos, a fim de evitar perda de plasmideo que porventura estivesse aderido a tampa. Em
seguida, o plasmideo foi ressuspendido utilizando-se 50uL de dgua ultrapura aquecida a 50°C
e homogeneizado em vortex por 1 minuto. Posteriormente, o microtubo contendo o plasmideo

ressuspendido foi centrifugado a 6000 G por mais um minuto.

6.6 — Transformagao e expressdo da proteina quimérica

Na etapa de transformagdo, 1pL do plasmidio quimérico foi adicionado a 50uL de
células competentes Arctic Express (DE3) (Agilent Technologies, Santa Clara, EUA)
previamente armazenadas a -80°C. Em seguida as amostras foram transferidas para cubetas de
eletroporacdo MicroPulser (Bio-Rad, Hercules, EUA) de 0,1cm, e submetidas a um pulso de
2,50kV no equipamento de eletroporagdo MicroPulser (Bio-Rad, Hercules, EUA). Apos a
eletroporacdo, foram adicionados 200puL do meio de cultura 2xYT liquido, seguido por
incubagdo durante uma hora a 37°C sob agitagdo em shaker a 200rpm. Apds este periodo, as
amostras foram plaqueadas em meio solido 2xYT-4dgar 1,5% contendo 50pg/mL de
Kanamicina (Sigma-Aldrich®, Saint Louis, MO, USA) e 20ug/mL de Gentamicina
(Neoquimica, Anapolis, Brasil) e distribuidas uniformemente pela placa utilizando uma alca
de Drigalski. As placas foram incubadas overnight a 37°C.

Ap0s crescimento, 5 colonias foram submetidas a reacdo de PCR, a fim de verificar-se
a presenca do plasmideo no vetor de expressao, utilizando-se 50puL de Master Mix (Promega),
10uL de primer T7 forward e reverse a 2 milimolar e 40uL de agua ultra-pura. O
termociclador (T-100 Biorad®) foi programado em temperatura inicial de 94°C por 2
minutos, seguido de 30 ciclos a temperatura de desnaturacao a 94°C por 30 segundos,
temperatura de anelamento a 60°C por 30 segundos e temperatura de extensdo a 68°C por 2
minutos, e ainda extensdo final a 68°C por 5 minutos. Os produtos de PCR foram submetidos

a separacdo em gel de agarose 1% a 100-120 volts em tampao TAE 1X, contendo 0,3pg/uL de
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brometo de etidio (Bio-Rad, Hercules, EUA). Para indugdo da expressdo da proteina
quimérica, a colonia de bactérias isoladas no sistema de clonagem foi inoculada em dois
Erlenmeyers de 100 mL cada contendo 50mL de meio de cultura 2xYT (Triptona/Peptona +
Extrato de Levedura + NaCl + Kanamicina 50pg/mL e Gentamicina 20pug/mL) e incubadas
overnight a 37 °C sob agitagdo a 200RPM em estufa. Em seguida, as 25mL das culturas foram
inoculadas em cada um dos quatro Erlemeyer de 1000 mL contendo 500 mL de meio 2xYT e
cultivadas até a densidade 6tica (DO) de 0,6-0,8 a 37°C, sob agitacdo, a 200 RPM, por trés
horas.

Apds atingir a DO desejada, a expressao foi induzida com a adi¢do de 0,1mM de
Isopropil B-D-1-thiogalactopiranosideo (IPTG) (Invitrogen®, Sao Paulo, Brasil) por 24 horas
a 12°C sob agitacdo a 200RPM. Apds o periodo de indugdo, a cultura foi centrifugada por
7000 RPM, por 40 minutos a 4°C, na centrifuga “5804R” (Eppendorf®, Hamburg, Alemanha)
e o sobrenadante desprezado. Em seguida, os pellets foram armazenados a -80°C. Aliquotas
de 1 mL da cultura imediatamente antes da adi¢do de IPTG, e apds o periodo de indugdo da
expressdo, foram também coletados em microtubos e centrifugadas por 5 minutos a 8.000
RPM e armazenado a -20°C, para serem utilizadas como controle de expressao.

O pellet contendo a cultura apos a etapa de expressao foi ressuspendido em 100mL de
PBS (Na2HPO4 + NaHPO4 + NaCl, pH 7,4) contendo 30mM de Imidazol e lisozima
100pg/mL (Sigma-Aldrich®, Saint Louis, EUA) e incubado por 30 minutos em gelo. Em
seguida, o extrato foi lisado em sonicador (DES 500 — UNIQUE®) apds 10 ciclos de 1 minuto
de sonicagdo em gelo, cada ciclo com intervalo de 30 segundos e poténcia 40% a amostra foi
centrifugada por S000RPM por 30 minutos a 4°C. O sobrenadante coletado (fragdo soluvel)
foi filtrado em coluna de cromatografia (His Trap HP) contendo 5mL de resina para
purificagdo de proteina. A coluna contendo resina previamente regenerada foi lavada
utilizando trés vezes o seu volume com o tampao A (PBS contendo imidazol 30mM). Na
ultima lavagem, foi deixada sob agitacdo com tampdao A por 15 minutos. Em seguida, a
amostra contendo a fragcdo soluvel foi aplicada duas vezes na coluna. As fracdes de
flowthrough foram coletadas. Apos a passagem de toda a amostra, a elui¢do foi realizada por
meio da adi¢do do tampao B (PBS contendo imidazol 500mM) e a coluna foi mantida a 8°C
overnight. Em seguida, as fragdes eluidas contendo a proteina recombinante foram coletadas
em eppendorfs e armazenadas a 8°C.

As fracdes obtidas em tempo 0 (pré-inducdo), tempo 24 pds inducdo e proteina apds
purificagdo foram analisadas por eletroforese em gel de poliacrilamida SDS-PAGE 12.5%. As

amostras obtidas nos ensaios de expressdo e purificagdo foram submetidas a separagdo por



51

eletroforese em gel de poliacrilamida, utilizando Bis-acrilamida 40%. O gel de separacgao
12,5% foi preparado utilizando tampao Tris-HCI 1,5M pH 8,8, SDS 0,01%, persulfato de
amoénio 0,5% v/v e TEMED 0,05% v/v. O gel de concentracdo foi preparado de modo
semelhante ao de separagdo, mas utilizando o tampao Tris-HCI 1,5 M pH 6,8. As amostras
obtidas da inducado e teste de solubilidade foram adicionadas 25 pL de tampdo de amostra 4X
(SDS 10%, Tris-HC1 0,5 mM pH 6,8, azul de Bromofenol 1%, 2-B-mercaptoetanol 5% e
glicerol 10%) e 75uL de 4gua de MilliQ. As amostras foram entdo pré-aquecidas a 100°C
durante 10 minutos para desnatura¢do das proteinas e posteriormente aplicadas no gel para
separacdo eletroforética. A eletroforese foi realizada em aparelho Mini Protean II Biorad®,
utilizando tampao de corrida (Tris-HCl 25mM, glicina 192mM, SDS 0,1% e pH 8,3) sob
voltagem constante de 100 volts. Apds a corrida, os géis foram corados por incubagao por 30
minutos com a solugdo de Coomassie Blue (Coomassie Brilhant Blue G-250 0,25%, metanol
50% e 4cido acético 10%) em temperatura ambiente e em seguida descorados overnight em
solucao etanol 30% e 4cido acético 10% a temperatura ambiente.

As amostras de proteina quimérica purificadas foram dosadas pelo método
colorimétrico do Acido Bicinconinico (BCA) utilizando o kit “BCA Protein Assay Reagent”
(Thermo Scientific®, Waltham, EUA) de acordo com as recomendacdes do fabricante e a
leitura realizada em aparelho Versamax (Molecular Devices®, Sunnyvale, EUA) com

comprimento de onda de 562nm.

6.7 — Padronizacao de ensaio imunoenzimatico ELISA

No desenvolvimento do ensaio de ELISA indireto Para a padronizacéo do teste,
foram utilizadas placas de ELISA 96 pogos (Nalge Nunc Intl®, Penfield, EUA)
iniciando-se pela sele¢do das concentragdes do antigeno (0,01; 0,1; 1,0 e 10ug) e do
conjugado (1:500; 1:1000; 1:10.000 e 1:5000). Placas de ELISA foram sensibilizadas
com uma solugdo contendo a proteina quimérica recombinante, em concentragdes
previamente determinadas por meio de curvas de titulagdo, sendo diluidas em tampao
carbonato, pH 9,5, por 16 horas, a 4°C. Apds a incubacao, as placas foram lavadas com PBS
Ix e Tween 20 0,05% (PBS-T) e posteriormente bloqueadas com a solu¢do de bloqueio (PBS
Ix, Tween 20 0,05% e caseina 5%). Como fonte de primeiro anticorpo, as amostras de soros
dos pacientes foram diluidas em tampdo de incubagdo (PBS-T e caseina 0,5%), com

concentragdo previamente determinada apds a realizagdo de curva de titulagdo. O segundo
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anticorpo, anti-IgG humano ligado a enzima peroxidase (Sigma-Aldrich®), também em
concentracdo determinada apods a realizacdo de curva de titulagdo. A atividade foi revelada
com a solugdo composta de orto-fenilenodiamino, agua oxigenada e tampao citrato-fosfato
pH 5,0. Ap6s 30 minutos de incubagdo ao abrigo da luz, a reacdo foi interrompida pela adicao
de 25 pL de 4cido sulfurico 2 N. As leituras da absorbancia das amostras foram realizadas em

leitor de ELISA (Molecular Devices®, Spectra Max Plus, Concord, Canada), no comprimento

de onda de 492 nm.

6.8 — Analise Estatistica

Os testes estatisticos foram realizados com o apoio instrumental do software GraphPad
Prism 5.00 (Prism Software, Irvine, EUA). Os pontos de corte (cut-off) para validagdo da
sensibilidade e especificidade dos antigenos foram determinados apds a construgdo de curvas
ROC (Receiver Operating Characteristic). Na etapa de andlise do desempenho da ELISA, os
seguintes parametros foram avaliados: sensibilidade (Se), especificidade (Es), area sob a curva
(AUC), wvalor preditivo positivo (VPP), valor preditivo negativo (VPN), razdo de
probabilidade positiva (RP+), razdo de probabilidade negativa (RP-) e indice de Youden (J).

Andlises de concordancia entre as técnicas serdo empregadas utilizando o indice Kappa.
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7. RESULTADOS

A secdo de Resultados serd apresentada sob a forma de artigo cientifico, submetido ao
periddico Applied Microbiology and Biotechnology em Janeiro de 2021, conforme as normas

do Programa de P6s-Graduagao.
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Abstract

Leishmania braziliensis is responsible for most cases of human tegumentary leishmaniasis (HTL) and has caused a wide range
of clinical manifestations, including cutaneous (CL) and mucosal leishmaniasis (ML). The diagnosis is based on criteria that
consider epidemiological data, clinical findings, and laboratory tests and is hard to establish. For laboratory tests, none of
the assays available can be considered gold standards for disease detection. In addition, the Montenegro skin test, essential
to supporting infectologists in the clinical management of the disease. is no longer available in Brazil. Thus, the aim of this
study was to develop new targets to be used in diagnostic tests for HTL. In the first step. we carried out two-dimensional gel
electrophoresis, followed by mass spectrometry, combined with heat map analysis and immunoproteomics approach, and
disclosed eight proteins expressed in the amastigote stage specifically recognized by serum from CL and ML patients. A
chimeric protein was designed based on the combination of thirteen linear B-cell epitopes, identified by immunoinformatics
analysis, from L. braziliensis proteins. Our results showed that the strategy used in this work was successful in developing
an antigen to be used in immunological assays (100.0% sensitivity and specificity) in the detection of HTL cases and in
comparison with results obtained from an ELISA using soluble L. braziliensis antigen (SLb-Antigen) and immunofluores-
cence assay (Bio-Manguinhos/FIOCRUZ). The present technology opens the door for its use in field exams by means of an
immunochromatographic test, which will be even more helpful in regions without laboratory structures.

Key points

® Rational strategy to develop antigens.

o Integration between immunoproteomic and immunoinformatics analysis.

o Chimeric protein shows high performance in HTL diagnosis.

Keywords Leishmania braziliensis - Human tegumentary leishmaniasis - Proteomic - Immunoinformatics - B-cell epitope
mapping - Chimeric protein - Immunodiagnosis
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of clinical and immunopathological manifestations: cuta-
neous leishmaniasis (CL) and mucosal leishmaniasis (ML)
(de Almeida et al. 2003; Grimaldi et al. 1989; Indiani de
Oliveira et al. 2004; Machado-Coelho et al. 2005: Marzochi
and Marzochi 1994; Silveira et al. 2004). Estimates have
shown that in Brazil, 17,119 cases were diagnosed in 2018
(SINAN 2018).

In CL, the most common and least severe form. patients
present simple cutaneous lesions at the site of the sandfly
bite, characterized by a well-defined ulcer on the skin,
together with frequent findings of amastigotes, which can
heal spontaneously (Grimaldi and Tesh 1993: Marsden
1986: Saravia et al. 1985). However, in ML, an invasive
hyperallergic and destructive form of HTL, the parasite
is able to metastasize through the lymphatic system or
hematogenesis. Furthermore, patients present slow and
progressive destruction of submucosal and mucosal tissues
in the mouth and nose, with rare findings of amastigotes and
exaggerated delayed-type hypersensitivity (DTH) (Grimaldi
and Tesh 1993; Machado-Coelho et al. 2005: Marsden 1986;
Reithinger et al. 2007; Saravia et al. 1985).

The diagnosis is based on criteria that consider clinical
findings, laboratory tests, and epidemiological data and is
hard to establish (Goto and Lindoso 2010). In this context,
the epidemiological connection among individuals is clear in
areas with a high prevalence of HTL. However, the clinical
manifestations of the disease are diverse, and a combination
of clinical findings with one or more diagnostic methods
is frequently needed to obtain an accurate result (Goto
and Lindoso 2010). Laboratory tests include microscopic/
molecular detection of the parasite in the sample obtained
from the lesion, the Montenegro skin test (MST). and
immunological tests to provide indirect detection (Gomes
et al. 2014b). The MST identifies a DTH response to
pathogen antigens in HTL patients but does not discriminate
between cured and active disease (Gomes et al. 2014b). For
ML patients, an otorhinolaryngological exam associated
with an MST has been essential to achieving a differential
diagnosis regarding HTL (Diniz et al. 2011). However, MST
is no longer available in Brazil, and this type of diagnosis
has been discontinued. Regarding parasitological tests, the
sensitivity of direct identification is low, particularly in the
new world species, in which chronic and mucosal diseases
are more frequent (Goto and Lindoso 2010; Schubach et al.
2001). Tests for direct diagnoses include the histopathological
exam, cell cultures, and inoculation of samples in laboratory
animals. Sensitivity for such tests varies from 15 to 52%.
Specificity, on the other hand, reaches nearly 100% (Ameen
2010; Boggild et al. 2010; Schubach et al. 2001; Weigle et al.
1987). Parasitological diagnosis is also possible through
the detection of parasite DNA by PCR, which can have a
specificity of 100%. sensitivity ranging from 20-70%, and
accuracy of 86%. However, there are limitations regarding

@_ Springer

the cost and application of the test in a large portion of the
population. in addition to the need for proper collection and
storage of the material (de Paiva-Cavalcanti et al. 2015:
Srivastava et al., 2010; Sundar and Rai 2002).

Most of the conventional serological tests. such as indi-
rect immunofluorescence assay test (IFA) and enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA), use a complex mix-
ture of the entire parasite itself or crude Leishmania antigen
preparations, respectively (Braga Lde et al. 2015; Cataldo
et al. 2010). These antigens show variable sensitivity due
to antigenic differences among Leishmania isolates and the
lack of specificity due to cross-reactivity with other dis-
eases. such as Chagas disease (CD), mainly associated with
the sharing of similar proteins by phylogenetic proximity
with a Trypanosoma cruzi parasite (Malchiodi et al. 1994).
However, serological tests have advantages for the diagnosis
of leishmaniasis. as early detection of the infection before
the development of symptoms (lesions), non-invasiveness,
accessibility, and easy-to-use diagnostic tests (Menezes-
Souza et al. 2015b). Thus. to date, no gold standard has
been defined for TL diagnosis, and high-quality serologi-
cal assays are urgently needed (Gomes et al. 2014a). In
this sense, serological diagnoses are considered to be good
diagnostic methods and can help if combined with other
diagnostic methods. Such tests vary in sensitivity and speci-
ficity. Specificity for indirect immunofluorescence reaches
81% (Sarkari et al. 2014), while sensitivity ranges from 27.7
to 88.5% (Guimaraes et al. 1990; Schubach et al. 2001; Sotto
et al. 1989). For direct agglutination, results of specificity
and sensitivity are 91.8% and 90.5%, respectively (Hailu
2002). For comparison purposes, the current study showed
specificity and sensitivity results of 65.21% and 64.29%,
respectively, for soluble Leishmania antigen in ELISA.
Other ELISA tests using different antigen preparation show
specificity of 65.71% and sensitivity ranging from 66.9 to
100% (Guimaraes et al. 1990; Sato et al. 2017). Following
this connection. the choice of antigen is an important step
to improving the performance of serodiagnostic techniques.
Thus, the purpose of this work was to develop more refined
antigens of L. braziliensis. in more detail, a chimeric protein
containing multiple B-cell epitopes. aiming to improve the
diagnose of HTL.

Material and methods
Human sera samples

Samples were obtained from the UFMG Clinical Hospital
Program (School of Medicine, UFMG). All sera were collected,

processed. and stored as described previously (Carvalho
et al. 2018; Elisei et al. 2018). Procedures performed were in
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accordance with the ethical standards of the national research
committee and with the 1964 Helsinki declaration.

Using a receiver operating characteristic (ROC curve),
the sample size was established (Carvalho et al. 2018;
Elisei et al. 2018). For this, PASS software (v. 15, NCSS
Statistical Software) was used as follows: [sample alloca-
tion ratio (R): R=negative groups for TL/positive groups
for TL=2/2=1] (Hanley and McNeil 1983; Obuchowski
and McClish 1997). Seventy sera samples were obtained
from HTL patients presenting cutaneous (TL/CL, n=35:
21 males and 14 females, ranging from 24 to 77 years in
age) or mucosal (TL/ML, n=35: 27 males and 8 females,
ranging from 29 to 81 years in age) clinical manifestation.
The diagnosis was confirmed by the clinical evaluation of
lesions, which were compatible with TL, as well as by the
direct demonstration of parasites in Giemsa-stained smears
of biopsies of the patients’ skin. Analyses from two biopsy
samples collected from each patient were submitted to a con-
ventional PCR technique, and they showed positive results
for L. braziliensis KDNA (Duarte et al. 2015). The control
group (CT, n=35: 22 males and 13 females. ranging from
24 to 51 years in age) consisted of healthy individuals with
no clinical signs, suspicions, or positive laboratory tests for
TL. Chagas disease samples (CD, n=35: 19 males and 16
females, ranging from 24 to 69 years in age) were identified
by the clinical signs associated with laboratory tests for CD,

as hemoculture in combination with specific indirect hemag-
glutination assay (IHA) or ELISA (Salles et al. 2017). The
samples used in the immunoproteomics approach were dif-
ferent from the samples used in the ELISA assays.

Strategy followed in the present study

For a better understanding, a flow chart with an experimental
designer is shown in Fig. 1. The strategy followed for all the
steps is detailed and explained as follows:

I. 2-DE/MS: To identify proteins expressed in the pro-
mastigote and amastigote stages, 2-D gel electropho-
resis (2-DE) followed by mass spectrometry (MS) was
used. Digitized images of the protein spots in the 2-D
gels were analyzed by specialized software. Heat map
analyses were employed to evaluate protein expression
based on integrated density.

Immunoproteomics approach: Immunoblot assays to
identify proteins recognized simultaneously by TL/CL
and TL/ML patients and not recognized by controls indi-
viduals and CD patients.

2

3. Immunoinformatics analysis: From the targets selected

in the previous step. in silico prediction of linear B-cell
epitopes and intrinsically unstructured/disordered

Fig.1 Flow chart with an
experimental designer for the
development of a chimeric
protein, based on the proteomic
approach, for the serological
diagnosis of cutancous and
mucosal clinical manifestations
of HTL

Flow chart with experimental
designer

2-DE/MS: identify proteins expressed in promastigote
and amastigote stages and heat map analysis \

Immunoproteomics _approach:

Leishmania braziliensis

identify proteins \

® © ® ©® ©® ©

recognized by TL/CL and TL/ML patients and not \
1 recognized by controls individuals and CD patients

Immunoinformatics analysis: in silico prediction of
linear B-cell epitopes and evaluation of intrinsically

1 unstructured/disordered regions (IURs)

Bioinformatics analysis: epitope identity/similarity with
orthologous sequences from T. cruzi and H. sapiens

Design and production of chimeric protein: use linear B-
cell epitopes to design a chimeric protein and produce

_ it by recombinant technology

Diagnostic ance and comparison with nece
test: comparison of the ELISA reactivity of rChiP, SLbA

and indirect immunofluorescence kit

)
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regions (IURs) was performed to identify regions in
proteins with potential for interaction with antibodies.

4. Bioinformatics analysis: To evaluate the specificity of
targets for HTL diagnosis. the epitope sequences were
compared with proteins from 7. cruzi and H. sapiens
regarding identity and similarity.

5. Design and production of chimeric protein: Using linear
B-cell epitopes from L. braziliensis proteins, the chi-
meric protein was designed. produced by recombinant
technology, and purified by the His-Tag strategy.

6. Diagnostic performance and comparison with reference
test: Comparison of the ELISA reactivity of rChiP, SLb-
Antigen, and IFA kit was performed.

Two-dimensional gel electrophoresis, mass
spectrometry, and immunoproteomic assays.

This step we have previously shown in an immunoproteomic
approach that two L. braziliensis stages. stationary-phase
promastigote and amastigote-like, have different protein sig-
natures based on the abundance of all detected targets and
of the differential targets (Duarte et al. 2015). In this step,
three independent experiments were carried out to obtain
two-dimensional gels.

Image acquisition and protein expression analysis
by heat map approach

Following a technical procedure (Duarte et al. 2015), equiv-
alent gels were stained with colloidal Coomassie brilliant
blue G-250. The stained gels were scanned using an Ima-
geScanner III (GE Healthcare) for image analysis. In this
step, the analysis workflow of the images is as follows: (i)
identify individual spots, (ii) subtract background, (iii) cre-
ate a reference gel. (iv) match the spots to the reference gel,
(v) modify the reference gel, (vi) normalize the gel meas-
urements for comparison, and (vii) calibrate for isoelectric
point and molecular weight markers (Maurer 2016). Finally,
integrated density was calculated by ImagelJ software (open
source, version 1.52) (Schneider et al. 2012). The heat map
was built using the heatmap.2 function from the gplots pack-
age. version 3.0.4 (Warnes et al. 2020), implemented in R
software 3.6.1 (Team 2013).

Soluble Leishmania braziliensis antigen
(SLb-Antigen)

L. braziliensis strain MHOM/BR/75/M2904 promastig-
otes were cultivated and used to obtain SLb-Antigen, as
described previously (Menezes-Souza et al. 2014). The pro-
tein concentration was estimated using a BCA protein assay
(Thermo Scientific)(Menezes-Souza et al. 2014).

@ Springer

Prediction of sequences and B-cell epitopes
and codification of the chimeric gene

For the synthesis of the chimeric protein. first, sequences
based on the immune proteome of the parasite L. braziliensis
were predicted (Duarte et al. 2015) from the database Trit-
rypDB (version 8.1) (Aslett et al. 2010). The methodology
and parameters used for the prediction and selection of linear
B-cell epitopes to compose chimeric genes were the same
as used in previous works (Mendes et al. 2013; Menezes-
Souza et al. 2015b). Regions of structural disorder were
selected, allowing portions recognized by the host immune
system to be used. In addition. regions that resemble the host
were discarded, as were regions similar to other pathogens,
aiming to avoid cross-reactions. The gene sequence that
encodes the chimeric protein was designed using the Gene
Oligo Explorer software (version 1.5, 2010). The nucleotide
sequence of the synthetic gene was submitted to GenBank
and approved (accession number: MW575649).

Expression and purification of recombinant protein

Gene-encoded chimeric protein was synthesized by a spe-
cialized biotechnology company, GenScript Company (New
Jersey, USA). Electroporation of E. celi cells and expres-
sion, induction, and the purification of the recombinant
chimeric protein (rChiP) was carried out as described by
previous studies (Duarte et al. 2015; Menezes-Souza et al.
2015a, b). The samples of purified rChiP were dosed by
the bicinchoninic acid colorimetric (BCA) method (Thermo
Scientific®, Waltham, USA) according to the manufacturer’s
recommendations, and the reading was performed using an
Emax microplate reader (Molecular Devices®, Sunnyvale,
USA) with a wavelength of 562 nm.

ELISA assays employing SLb-Antigen and chimeric
proteins

For the standardization of the test, 96-well plates for ELISA
(Nalge Nunc Intl.®, Penfield, USA) were used. Different
concentrations of the rChiP (0.1, 0.5, 1.0, and 5.0 pg)
and dilutions of sera (pool samples from the following
individuals: TL/CL, TL/ML, CT, and CD) were also tested
in different concentrations (1:50, 1:100, and 1:500) and
peroxidase-labeled anti-IgG conjugate (Sigma-Aldrich,
Saint Louis, USA) (1:1000, 1:5000, and 1:10.000).

The antigens, SLb-Antigen or rChiP, were diluted in a
coating buffer (0.16% Na,CO;, 0.24% NaHCOj;, and pH 9.6)
were coated onto flat-bottom plates (Costar, USA) overnight
at 37 °C, using a concentration of 1.0 pg/well. ELISA assays
were carried out as described previously (Carvalho et al.
2018; Menezes-Souza et al. 2015a, b). The reaction was
halted by adding 2 M H,S0,, and the absorbance at 450 nm
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was read with an automatic ELISA microplate reader
(EMax, Molecular Devices, USA). Absorbance values were
averaged and blank corrected.

IFA — reference laboratory

The samples were also tested using the IFA technique (Bio-
Manguinhos. Brazil) in a reference laboratory (FUNED.,
Brazil) for leishmaniasis diagnosis. The assays were car-
ried out by specialized laboratory technicians according to
the manufacturer’s instructions.

Statistical analysis

The cut-off for SLb-Antigen and »ChiP was established using
the ROC curve on the point that provided the maximum of
the sum of sensitivity and specificity (Menezes-Souza et al.
2015b). The performance was evaluated according to the
specificity (Sp), sensitivity (Se), negative predictive value
(NPV), positive predictive value (PPV). and accuracy (AC).
The one-sample Kolmogorov=Smirnoff test was used to
determine whether a variable was normally distributed. The
anti-SLb-Antigen and anti-rChiP reactivity between groups
were compared by Kruskal-Wallis, followed by Dunn’s
post-test for multigroup comparisons. The differences were
considered statistically significant at p <0.05. The degree of
agreement between the ELISA assays using the rChiP, SLb-
Antigen, and IFA with the parasitological test was deter-
mined by Kappa index (x) values. as described previously
(Menezes-Souza et al. 2015b). All of the statistical analyses
were performed using GraphPad Prism™ (version 5.0) and
GraphPad QuickCals software (http://www.graphpad.com/
quickcales/).

Results

2-DE/MS, combined with heat map analysis

and immunoproteomics approach, disclosed
eight proteins expressed in the amastigote stage
specifically recognized by HTL patients

The use of protein identified in the stages found in the
human host may have a positive impact on the specific anti-
body titration, triggered by greater exposure to the host’s
immunological system, and as a consequence, may increase
the sensitivity of these targets to detect HTL. Thus, from
proteins identified by MS, eight are present in the amastigote
stage of the L. braziliensis parasite and simultaneously rec-
ognized by samples from HTL patients (CL and ML; Fig. 2A
and Table 1). The identified proteins were as follows: actin
(LbrM.04.1250); heat shock protein 83-1 (LbrM.33.0330);
eukaryotic initiation factor 5a, putative (LbrM.25.0580);

paraflagellar rod protein 1D (LbrM.31.0160): cytochrome
oxidase subunit IV, putative (LbrM.12.0670): MORN
repeat-containing protein I (LbrM.30.3350); translation
elongation factor 1-beta, putative (LbrM.35.1570): and
tryparedoxin peroxidase (LbrM.15.1100) (Fig. 2A and
Table 1). Of this total, five were also identified in the pro-
mastigote stage: actin (LbrM.04.1250): heat shock pro-
tein 83-1 (LbrM.33.0330); eukaryotic initiation factor 5a,
putative(LbrM.25.0580): cytochrome oxidase subunit IV,
putative (LbrM.12.0670): and MORN repeat-containing
protein 1 (LbrM.30.3350) (Fig. 2A and Table 1).

Protein expression data were better illustrated by the
heat map strategy. The heat map representation of the pro-
tein expression in the evolutionary stages of the parasite,
designed in R language using the gplots library (Team 2013,
Warnes et al. 2020), was based on the semi-quantification of
protein levels using integrated density data. The data showed
high levels of all proteins found in the amastigote as com-
pared to the promastigote stage (Fig. 2B).

Immunoinformatics analysis identified potential
epitopes in proteins from the immunoproteome

of the L. braziliensis with high divergence

in comparison to orthologs in T. cruzi and H. Sapiens
proteomes

Divergence with proteins encoded by pathogens that co-
occur in endemic regions and by their hosts, specifically
in the B-cell epitopes, is very important in order to induce
the high production of L. braziliensis-specific antibodies,
and this fact can be essential to obtaining high sensitivity
values in diagnostic tests (Carvalho et al. 2018; Mendes
et al. 2013). In amino acid sequences of the eight proteins
identified by the immunoproteomic approach, as described
previously, 22 B-cell epitopes located in regions of structural
disorder were identified. In addition, bioinformatics analysis
was performed to assess values of identity and similarity
between selected proteins and proteins from 7. cruzi and H.
Sapiens (Table 2). Nine of these epitopes presented a high
identity and/or similarity with other pathogens (7. cruzi,
varying from 78.7 to 100.0%) or with the host (H. sapiens,
varying from 63.3 to 100.0%) and were therefore excluded.
The other 13 predicted epitopes presented similarities vary-
ing from 0 to 80% and were selected to compose the chi-
meric protein (Table 2).

The immunoinformatics analysis of the chimeric
protein, designed based on the combination

of thirteen epitopes present in proteins, suggests

a potential diagnostic target to be employed in HTL.

The chimeric protein is composed of 221 amino acids and
thirteen linear B-cell epitopes (Fig. 3A, B). In addition, the
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Promastigote

05x10° 10x10°

»pH T

15x10%

LbrM.04.1250
LbrM.33.0330
LbrM.25.0500
LbrM.31.0160 i

LbrM.12.0670

LbrM.30.3350
LbrM.35.1570 |

LbrM.15.1100

Fig.2 A Two-dimensional profile using the promastigote and amas-
tigote total proteins of L. braziliensis. 2-DE was carried out using
total protein extracts of stationary promastigote stage (first dimen-
sion, IEF, pH range 4 to 7: second dimension. 12.0% SDS-PAGE). A
stained gel is shown in panel A. The x axis represents the isoelectric

protein has spacers, which help it to be soluble and ensure
more space between epitopes. thereby facilitating antibody
binding. The 6XHis-Tag was added to the gene, aiming
to ensure the affinity of the protein for nickel present in
the purification column as binds to the column resin for
posterior purification (Fig. 3B). The immunoinformatics
analysis of the chimeric protein showed a score of 0.91 for
unstructured regions and a score of 1.74 for linear B-cell
epitopes.

4 springer

point (pl). The y axis represents the molecular mass (kDa), as deter-
mined by a commercial gel marker (Invitrogen™ BenchMark™ Pro-
tein Ladder). B Heat map representation of the protein expression in
the evolutionary stages of the L. braziliensis parasite

ELISA assays employing rChiP showed high
performance in the diagnosis of the HTL
as compared to SLb-Antigen ELISA and IFA kit

The performance of each assay is summarized in Fig. 4
and Table 3. In this sense. when all assays were compared,
rChiP ELISA was able to recognize all positive samples
for TL (CL+ML =70 patients) and showed 100.00% sen-
sitivity (95% CI: 94.87-100.00). A 64.29% sensitivity was
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Table 1 Proteins identified by 2-DE/MS in stages of the L. braziliensis parasite and proteins recognized by serum from HTL patients evaluated
by immunoproteomic approach

Code  Protein name TrirypDBID MW (KDa)  pl Protein expression Immu-
noblot
detection
in HTL
patients

Promastigote  Amastigote CL ML

| Actin LbrM.04.1250  21.0 5.11  Present Present + +

2 Heat shock protein 83-1 LbrM.33.0330 414 4.66  Present Present + +

3 Eukaryotic initiation factor 5a, putative LbrM.25.0580 178 4.62  Present Present = -+

4 Paraflagellar rod protein 1D LbrM.31.0160 693 521  Absent Present + +

5 Cytochrome oxidase subunit IV, putative LbrM.12.0670  39.1 596  Present Present + +

6 MORN repeat-containing protein 1 LbrM.30.3350 409 545  Present Present + +

7 Translation clongation factor I-beta. putative  LbrM.35.1570 230 432 Absent Present + +

8 Tryparedoxin peroxidase LbrM.15.1100 226 651  Absent Present + +

Abbreviations: MW, predicted molecular weight; p/. predicted isoclectric point; CL, cutancous leishmaniasis; ML, mucosal leishmaniasis

found for SLb-Antigen ELISA (95% CI: 51.93=-75.39%:  followed by SLb-Antigen ELISA (65.215) and the IFA
twenty-five false negatives for CL+ ML), while the IFA kit (35.48%).

kit showed the value of 31.42% (95% CI: 20.85-43.63%: To further evaluate the diagnostic specificity of the tests,
forty-eight false negatives for CL+ML). Thus, the maxi-  sera from control individuals or patients with Chagas dis-
mum PPV was achieved by rChiP ELISA (100.00%), ease (CD) were tested. rChiP ELISA showed the higher

Table 2 Sequence identity and similarity of the lincar B-cell epitopes identified in L. braziliensis proteins selected by immunoproteomic with
orthologs in T. cruzi and H. sapiens

Protein name TritrypDB ID  Epitope Amino acids sequence T. CruzifCL Brener H. sapiens

Identity Similarity Identity Similarity

Actin LbrM.04.1250 1 TNSAKSANE 570% 688% 566%  67.7%
2 SEEEKKQREE 90.0% 100.0%  80.0%  80.0%
Heat shock protein 83-1 LbrM_33.0330 3 EDEEVAEAPPAEAAPAEVTAG 476% 47.6%  455%  63.6%
4 HDFSHQGGGDNASK 357%  50.0%  428%  60.0%
Eukaryotic initiation factor Sa, puta-  LbrM.25.0580 5 LEDQAPST 650% 650% 650%  65.0%
tive 6 EGESREDLDMPPDPAL 525% 65.0% 625%  68.7%
7 MSPEDATG 65.0% 65.0% S575%  57.5%
Paraflagellar rod protein 1D LbrM.31.0160 8 QANQETSQM 1000% 1000%  66.6%  66.6%
9 ATKRYTGNKER 627% 627%  53.6%  62.7%
10 FNGEPPSW 87.5% 875%  750%  75.0%
Cytochrome oxidase subunit IV, puta-  LbrM.12.0670 11 KAGTGPDAEKS 633% T2I% T27%  T2I%
tive 12 GGSPNSL 100.0% 1000%  85.7%  85.7%
13 GSKYDGE 857% 857% 857%  85.7%
14 GDRYDGEWK 1000% 1000%  860%  100.0%
15 DRYEGEWKDDKRHG 929% 1000% 643%  78.5%
MORN repeat-containing protein |~ LbrM.30.3350 16 VTYAGPDGSVSEK 00% 00% 61.1%  61.1%
17 VYEGEWQD 857% 1000%  630% 100.0%
18 KDTYEGEWRNDSAT ST1%  615%  500%  61.5%
19 KKVAAPAPAAAAAADD 787% 787% 685%  68.5%
Translation elongation factor 1-beta,  LbrM.35.1570 20 AKDAEKKKT $17% 517%  670%  61.0%
putative 21 KMNEPAPPF 66.0% 660%  66.6%  66.6%
Tryparedoxin peroxidase LbrM.15.1100 22 WKKGDATMKPE ST1%  S57.1%  643%  643%
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Actin HSP83-1 EIF-5a EIF-5a EIF-5a PRP-1D
(39-47) (331-351) (6-19) (72-79) (115-130) (2-9)
|_ PRP-1D COX MORN-RCP1 MORN-RCP1 TEF-1Beta Typaredoxin Typaredoxin
(297-307) (126-136) (133-145) (258-271) (108-116) (7-15) (177-187)
B
Linear B-cell epitope (Beplpred score: 1.74 )

MTNSAKSANEGSGSGEDEEVAEAPPAEAAPAEVTAGGSGSGHDFSHOQGGGDNASKGSGSGLEDQAP

STGSGSGEGESREDLDMPPDPALGSGSGMSPEDATGGSGSGATKRYTGNKERGSGSGKAGTGPDAEK

SGSGSGVTYAGPDGSVSEKGSGSGKDTYEGEWRNDSATGSGSGAKDAEKKKTGSGSGKMNEPAPPF

.~ lupredscore:077
GSGSGWKKGDATMKPEHHHHHH

Legend:

GSGSGS Peptide spacer
HHHHHH His-tag

Fig.3 A B-cell epitopes used in the construction of the chimeric gene. B Representation of the chimeric protein generated by immunoinformat-
ics with predicted scores of an unstructured region, B-cell epitopes. peptide spacer. and His-Tag

specificity value (100.00%. 95% CI: 94.87-100.00%).
followed by SLb-Antigen ELISA (65.71%. 95% CI:
53.40-76.65%: twenty-four false positives for CT +CD)
and the IFA kit (42.85%. 95% CI: 31.09-55.25%: forty
false positives for CT +CD). Maximum NPV values were
observed for rChiP ELISA (100.00%), followed by SLb-
Antigen ELISA (64.78%) and the IFA kit (38.46%).

The agreement (Kappa index, x) between the rChiP
(ELISA). SLb-Antigen (ELISA), and IFA kit with the par-
asitological assays (direct method) is shown in Table 3.
rChiP ELISA displayed the best agreement value of all
tests, with a perfect concordance in comparison to parasi-
tological assays (k= 1.00, 95% CI: 1.00-1.00). Fair agree-
ment was observed for SLb-Antigen ELISA (x=0.30,

rChiP SLb-Antigen 5 IFA
15 3 15 £ 200
T |
12 . 12 3 ftm (-] = .
-
£os { ¢ Zo9 : . & 120 4l
5 06 i ; 06 o : < E 80 o E . -
S 3
of L e el e @ Do e
00! ey s 0.0 ~ w0 S 0 emme o e o
€T  ¢cp TUCL TUML €T ¢cb TUCL TuML @ €T cb TUCL TUML
Groups Groups Groups

Fig.4 Comparison of reactivity from rChiP ELISA, SLb-Antigen
ELISA, and IFA kit. Negative groups for HTL (white circle): con-
trol (CT) and Chagas disease (CD) groups. Positive groups for
HTL (black circle): cutaneous (TL/CL) and mucosal leishmania-
sis (TL/ML). Differences were considered statistically significant at

@ Springer

***p<0.001 (highlighted by connecting lines). Cut-offs for rChiP
and SLb-Antigen ELISA were determined by ROC curves (optical
density at 450 nm >0.128 and > 0.196, respectively). Cut-offs for the
IFA kit were determined by the manufacturer’s instructions (antibody
titer >40)



Applied Microbiology and Biotechnology

62

Table3 Measure of diagnostic performance for rChiP ELISA, SLb-
Antigen ELISA, and IFA kit

Parameters®  Diagnostic test

Chimeric protein®*  SLb-Antigen*  [FA**
TP 70 45 22
TN 70 46 30
FP 0 24 40
FN 0 25 48
Se (%) 100.00 64.29 31.42
Se-CI95%  94.87 10 100.00 5193107539 20.851043.63
Sp (%) 100.00 65.71 4285
Sp-CI95%  94.87 to 100.00 5340107665 31.091055.25
PPV (%) 100.00 65.21 3548
NPV (%) 100.00 64.78 38.46
AC (%) 100.00 65.00 37.14
K 1.00 0.30 -0.26
x-CI 95% 1.00 10 1.00 0.14100.46 =042 10=-0.09
Agreement®  Perfect Fair No agreement

“Parameters were calculated using all samples presented in this work:
negative (CT4CD, n=70) and positive for Tegumentary Leishma-
niasis (TL/CL 4+ TL/ML. n=70)

®Agreement was calculated using parasitological assays as gold
standard test

“Cut-off obtained by ROC curve

""Cut-off obtained by the manufacturer

Abbreviations: SLb-Antigen, soluble Leishmania brazili

IFA, immunofluorescence: TP, true positive: TN, true negative: FP
false positive; FN. false negative: Se, sensitivity: Sp, specificity: C/,
confidence interval: PPV, predictive positive value: PPN, predictive
negative value: AC, accuracy: x. kappa index

95% CI: 0.14-0.46). When evaluating the IFA kit. no
significant agreement was observed (k= —0.26, 95%
CI: —0.42 to —0.09) with parasitological assays.

In summary. in the ELISA assays employing a solu-
ble Leishmania extract (SLb-Antigen) and the IFA kit,
the results for patients with CD and CT showed cross-
reactions, as they presented no good separation in TL
groups. Similarly, some positive samples of patients with
the CL and ML forms tested negative to the test using the
same antigen. By contrast, when using the rChiP antigen,
a separation of negative patients was observed. with no
cross-reactions, presenting an excellent separation of pos-
itive patients for both the cutaneous and mucosal forms.
In addition. the CL and ML patients showed high values
for specific antibodies against rChiP when compared to
all non-infected groups (CT and CD, p <0.001), while
significant increases were found only when compared to
CT and CD groups for the SLb-Antigen (ELISA) and the
IFA kit (Fig. 4).

Discussion

HTL. which is caused by several pathogens of the Leish-
mania genus, consists of an important public health prob-
lem in several parts of the world, with an increase in its
incidence, which has mostly occurred over the last decades
(Goto and Lindoso 2010). Diagnosis is made by associat-
ing clinical and epidemiological inquiries with laboratory
tests. Concerning laboratory tests. none of the available
assays can be considered the gold standard. as they do not
have satisfactory accuracy for disease detection (Gomes
et al. 2014b). Currently, MST, an essential test to assist
infectologists in the clinical management of patients, is
unavailable in Brazil. Thus, there is an urgent need to dis-
cover new antigens for the development of diagnostic tests
with high-quality, low cost, and easy to perform serologi-
cal test, which will contribute to improving the diagnosis
of HTL and, consequently. identifying the number of cases
to allow the use of prevention, treatment, and control in
endemic areas of disease. In this sense. the identification
of new targets for diagnosis is an important step in the
development of biotechnology products. The high failure
rate is generally attributed to inadequate target selection
(Boggild et al. 2010; Schubach et al. 2001; Weigle et al.
1987). Serological diagnosis using recombinant antigens
has been implemented in laboratory routines. However,
HTL diagnosis has still left some questions about which is
the best antigen and/or method (Cunningham et al. 2012;
Sato et al. 2017).

The present study aimed to develop a chimeric protein
based on linear B-cell epitopes present in proteins, from L.
braziliensis, previously identified by the immunoproteom-
ics approach (Duarte et al. 2015). In Brazil, L. brazilien-
sis is a parasite of great importance, as it is responsible
for the majority of HTL cases, mainly in Minas Gerais,
this study’s location of coverage. This information justi-
fies the robust proteomic and bioinformatics approach of
the L. braziliensis in addition to the clinical spectrum of
patients included in the study. The first strategy was to
select proteins that were expressed in the amastigote stage
and identified by mass spectrometry. Proteins expressed
in the stages found in the vertebrate host, in this case,
amastigote, can guarantee greater exposure to the immune
system. In this example, this exposure can trigger a strong
humoral response that can be detected by several sero-
logical methods based on the production of specific anti-
bodies. Here, we showed that all of the selected proteins
were highly expressed in the amastigote stage. This fact
can be explained by the strong humoral immune response
detected by rChiP ELISA (p <0.001), as compared to
ELISA, which employed a mixture of the soluble anti-
gens presented in SLb-Antigen, which may contain many
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proteins with low affinity for antibodies produced by
B-cells (Carvalho et al. 2018; Elisei et al. 2018). Previous
works have established that proteins expressed in evolutive
stages found in the vertebrate host are possibly associ-
ated with the infectivity process and/or the intracellular
survival of the pathogen within the host and maybe inter-
esting targets (Carvalho et al. 2018; Elisei et al. 2018). In
addition, some proteins have been previously identified
as potential virulence factors to Leishmania parasites, as
described for tryparedoxin peroxidase (Kima 2014; Walker
et al. 2006), heat shock protein 83 (Larreta et al. 2004;
Salotra et al. 1994), and elongation factor I (Nandan et al.
2002; Walker et al. 2006).

Beginning with previously identified amastigote proteins,
the next strategy was to evaluate, through the immunopro-
teomic approach, which targets are simultaneously recog-
nized by samples from HTL patients (CL and ML) and not
recognized by CT and CD patients. For this, western blotting
assays were performed, using serum from subjects clinically
characterized and diagnosed by direct methods. to select pro-
tein spots that can guarantee high sensitivity to detect the
clinical spectrum of HTL caused by L. braziliensis. It is
well-known that Leishmania-infected patients have low anti-
body production to the antigens from these parasites (Duarte
et al. 2015). Thus, all CL. and ML patients were recognized
in ELISA assay employing rChiP. To obtain high specificity
values simultaneously to the identification of HTL patients,
western blot assays were performed with serum from CT and
CD patients. This step allowed for the exclusion of unspe-
cific proteins that could result in cross-reactivity, thus lead-
ing to false-positive results. Therefore, from these analyses,
eight proteins were selected to continue the identification of
targets to compose the chimeric protein.

Adding to the previous strategy, an in silico prediction
of epitopes was performed, as was an evaluation of intrin-
sically unstructured/disordered regions (IURs) in proteins.
In this work, sensitivity problems of target proteins can be
improved: first, by the identification of the B-cell epitopes
with a high score, and second. by divergence analysis of
these regions with targets present in the host to exclude
sequences with high similarity to self-antigens (Carvalho
et al. 2018; Elisei et al. 2018). The choice of B-cell epitopes
in regions of structural disorder, a condition that excludes
conformational epitopes, enables the production of a multi-
antigenic protein separate from the three-dimensional struc-
ture, a relevant limitation described in obtaining recombi-
nant proteins in heterologous systems (Duarte et al. 2015
Menezes-Souza et al. 2015b). In this step, we initially iden-
tified twenty-two B-cell epitopes. However, after a bioin-
formatics analysis of the epitope’s identity and similarity
with orthologous sequences from T. cruzi and H. sapiens,
nine epitopes were excluded due to their high level of con-
servation when compared to L. braziliensis proteins. The
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remaining thirteen epitopes were selected to be included in
the chimeric protein. In fact, rChiP was able to detect infec-
tion, even when antibody titration was low, a fact that fre-
quently occurs in CL when cell response is more effective.

In this context, the initial strategy of protein selection,
through immunoproteomic analysis, included samples from
patients with clinical manifestations from simple cutaneous
to severe mucosal leishmaniasis. The objective is precisely
to contemplate all the spectrums of the disease, according
to the species of parasite found in the region under study.
which in this case, the state of Minas Gerais, Brazil. In fact,
when analyzing the ELISA data of patients in the CL and
ML groups, using the total soluble antigen of L. braziliensis,
we observed that the absorbance levels between the sam-
ples will vary from 0.034-0.872 among the patients in the
CL group and from 0.162=1.090 in the ML group. These
data correspond to a variation of approximately 25.6 and 6.7
times between the samples tested, respectively. Similar data
were observed by the immunofluorescence technique (IFA),
using promastigotes of the parasite, where there is a varia-
tion in antibody titers from 0-80 for the CL group and from
=160 for the ML group. This analysis indicated that we are
contemplating patients with low and high levels of specific
antibodies for the parasite, as described previously ((Duarte
et al. 2015). In addition, the selection of those epitopes
decreases the chance of the occurrence of cross-reactions,
which is a major problem in HTL diagnoses (Cataldo et al.
2010; Gomes-Silva et al. 2008; Kalter 1994; Vexenat Ade
et al. 1996). as observed in SLb-Antigen ELISA or IFA kit
assays performed in this study. In agreement, studies that
used divergent proteins with hosts and other microorganisms
that occur in endemic areas have shown increased diagnostic
parameters, such as sensitivity and specificity, when com-
pared to the use of other recombinant proteins (Aguirre et al.
2006; Marcipar et al. 2005).

The high conservation of proteins among the various
Leishmania species, due to phylogenetic proximity, asso-
ciated with high divergent from the orthologous proteins
from human hosts and from 7. cruzi. opens the possibility
for identification of an antigen able to simultaneously diag-
nose the various clinical forms of the disease (Coelho et al.
2012; Souza et al. 2013). We have recently started research
to verify this hypothesis, employing other species prevalent
in Brazil, such as L. amazonensis, also associated with HTL
in other regions of the country. and also for L. infantum,
associated with human visceral leishmaniasis (HVL) and
widely distributed in various regions of the country. Pre-
liminary results (data not shown) evaluating samples from
patients with HVL suggest a potential use for diagnosing the
disease. This strategy is particularly interesting because the
clinical manifestations are very different between HTL and
HVL, and as diseases can co-occur in the same region, the
association of clinical data with a positive result for ELISA
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using rChiP allows the confirmatory diagnosis of the disease
(Mendes et al. 2013; Menezes-Souza et al. 2015b).

In conclusion, the rational strategy used in this work was
successful in developing antigens to be used in immunologi-
cal assays (100.0% sensitivity and specificity) in the detec-
tion of CL and ML cases, which excluded the occurrence of
false-positive results in healthy individuals and in patients
with Chagas disease, commonly associated with cross-reac-
tivity with Leishmania species in endemic areas. The present
technology also opens the door to future investment in its use
in field exams by means of an immunochromatographic test,
which will be even more helpful in regions where laboratory
structures are unavailable or scarce.
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8. CONCLUSAO

A presente tecnologia apresenta potencial para ser utilizada no diagnéstico da LTH,
uma vez que mostrou 6timos resultados separando soros de pacientes negativos € positivos
para LTH. A presente tecnologia ainda abre portas para a criagdo de testes para serem
realizados a campo, como 0s ensaios imunocromatograficos que sdo de grande ajuda em
regides onde a doenca ¢ endémica e ndo ha estrutura laboratorial para realizacdo de outros

tipos de exame.
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9. PERSPECTIVAS

¢ Incluir no artigo em preparagdo, analises de expressdo dos alvos nos estagios evolutivos,
bem como, andlise da antigenicidade por meio da técnica de Western-blot;

e Andlise de identidade e similaridade com proteinas do parasito L. infantum, para
posteriormente avaliar o emprego no sorodiagndstico das Leishmanioses visceral humana
(LVH) e canina (LVC);

e Submissdo de uma patente junto ao CTIT da UFMG sobre o potencial uso da proteina
quimérica no diagnostico sorologico da LTH, LVH e LVC;

e Testar a nova tecnologia com soros de pacientes a campo, que ndo estejam bem

caracterizados, a fim de prosseguir com a validagdo do teste para uso a campo.
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10. ATIVIDADES REALIZADAS DURANTE O DOUTORADO

e Apresentagdo do trabalho “Identification and validation of antigens for serological
diagnosis of tegumentary leishmaniasis using identified targets as virulence factors of the
parasite Leishmania braziliensis” no 53° Congreso da Sociedade Brasileira de Medicina

Tropical, realizado em Cuiab4, 2017.

e Apresentagdo do trabalho “Identificagdo e validacdo de antigenos para diagnostico
soroldgico da leihmaniose tegumentar utilizando alvos identificados como fatores de
viruléncia do parasito Leishmania braziliensis”, na Semana do Conhecimento da

Universidade Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte-MG, 2017.

e Apresentagdo do trabalho “Epitope mapping of the TPR-Lb protein discloses novel
targets for immunodiagnosis of tegumentary form of leishmaniasis” no XXV Congresso

Brasileiro de Parasitologia, Bizios-RJ, 2017.

e Apresentagdo do trabalho “Development of chimeric protein for application in diagnosis
of human tegumentary leishmaniasis”, no 53° Congreso da Sociedade Brasileira de

Medicina Tropical, Cuiaba-MT, 2017.

e Apresentagdo do trabalho “Development of chimeric protein for application in diagnosis
of human tegumentary leishmaniasis” no 3° Encontro de Pesquisa do Programa de Pds-
Graduagao em Ciéncias da Saude: Infectologia e Medicina Tropical, Belo Horizonte-MG,

2017.

e Apresentacdo do trabalho “Desenvolvimento de proteina quimérica para o diagnostico
sorologico da leishmaniose tegumentar humana” na Semana do Conhecimento da

Universidade Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte-MG, 2017.

e Apresentagdo do trabalho “A hypothetical protein identified by an immunoproteomic
approach with potential serodiagnosis application for cutaneous and mucosal

leishmaniasis” no XXV Congresso Brasileiro de Parasitologia, Buzios-RJ, 2017.
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Apresentagdo do trabalho “New antigens for the serological diagnosis of human visceral
leishmaniasis identified by immunogenogic screening” no V Scientific Congress of the
Post-Graduation Program in Health Sciences: Infectious Diseases and Tropical Medicine,

Faculdade de Medicina, UFMG, Belo Horizonte-MG, 2018.

Apresentagdo do trabalho “Evaluation of a chimeric protein developed for diagnostic of
human tegumentary leishmaniasis as candidate for diagnosis of human visceral
leishmaniasis” no IV Scientific Congress of the Post-Graduation Program in Health
Sciences: Infectious Diseases and Tropical Medicine, Faculdade de Medicina, UFMG em

Belo Horizonte-MG, 2018.

Apresentagdo do trabalho “Development of a vaccine for cutneous leishmaniasis based on
a multiepitope immunogen” no V Scientific Congress of the Post-Graduation Program in
Health Sciences: Infectious Diseases and Tropical Medicine, Faculdade de Medicina,

UFMG em Belo Horizonte-MG, 2018.

Apresentagdo do trabalho “Development of a chimeric protein based on B cell epitopes
for diagnostic of human tegumentary leishmaniasis” no IV Scientific Congress of the
Post-Graduation Program in Health Sciences: Infectious Diseases and Tropical Medicine,

Faculdade de Medicina, UFMG em Belo Horizonte-MG, 2018.

Apresentagdo do trabalho ““ Desenvolvimento de uma proteina quimérica multiepitopo de
linfécitos B para uso como antigeno no diagnodstico soroldgico da leishmaniose
tegumentar humana” na XXVII Semana do Conhecimento da Universidade Federal de

Minas Gerais, em Belo Horizonte-MG, 2018.

Apresentagdo do trabalho “Desenvolvimento de um gene codificador de uma proteina
quimérica contendo multiepitopos de linfécitos B, identificados por imunoprotedmica,
para uso como antigeno no diagnostico soroldgico da leishmaniose tegumentar humana”
no VII Seminario de Iniciacdo Cientifica Junior da Universidade Federal de Minas

Gerais, em Belo Horizonte-MG, 2018.
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Apresentagdo do trabalho “Avaliagdo de uma proteina quimérica multiepitopo de
linfécito B como potencial antigeno para diagnostico sorologico da leishmaniose
tegumentar” no VIII Seminério de Inicia¢do Cientifica Jinior da Universidade Federal de

Minas Gerais, em Belo Horizonte-MG, 2018.

Apresentagdo do trabalho “Development of a chimeric protein based on proteomic
approach to identify new antigens for the serological diagnosis of human tegumentary
leishmaniasis” no 55° Congresso da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical e XXVI

Congresso da Sociedade Brasileira de Parasitologia, em Belo Horizonte-MG, 2019.

Apresentagdo do trabalho “Desenvolvimento de uma proteina quimérica multiepitopo de
linfécitos B para uso como antigeno no diagnodstico soroldgico da leishmaniose
tegumentar humana (LTH)” na XXVIII Semana de Iniciacdo Cientifica da Universidade

Federal de Minas Gerais, 2019.

Publicagdo do resumo intitulado “Development of a chimeric protein based on proteomic
approach to identify new antigens for the serological diagnosis of human tegumentary
leishmaniasis” nos anais do 55° Congresso da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical
e XXVI Congresso da Sociedade Brasileira de Parasitologia, , em Belo Horizonte-MG,

2019.

Publicacdo do resumo intitulado “Development of chimeric protein for application in
diagnosis of human tegumentary leishmaniasis” nos anais do 53° MedTrop, em Cuiaba-

MT, em 2017.

Apresentagdo do trabalho “Development of a chimeric protein based on B cell epitopes

for diagnostic of human tegumentary leishmaniasis. 2018.”

Mencao Honrosa concedida pela Universidade Federal de Minas Gerais, 2017 pela
apresentacao do trabalho intitulado “Development of chimeric protein for application in
diagnosis of human tegumentary leishmaniasis” no 3° Encontro de Pesquisa do Programa
de Pos-Graduagdo em Ciéncias da Satde: Infectologia e Medicina Tropical, Belo

Horizonte-MG.
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Premiacdo de primeiro lugar na categoria “Rapid Fire Presentation” pela apresentacdo do
trabalho intitulado “Development of a chimeric protein based on B cell epitopes for
diagnostic of human tegumentary leishmaniasis” no IV Scientific Congress of the Post-
Graduation Program in Health Sciences: Infectious Diseases and Tropical Medicine,

Faculdade de Medicina, UFMG em Belo Horizonte-MG, 2018.
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ANEXOS

Anexo 1: Pedido de patente junto a Coordenadoria de Transferéncia e Inovacgao
Tecnoldgica da Universidade Federal de Minas Gerais

“PROTEINA QUIMERICA RECOMBINANTE, KIT E METODO PARA
DIAGNOSTICO DE LEISHMANIOSE TEGUMENTAR E USOS”

[1] A presente tecnologia trata de uma proteina quimera recombinante,
definida pela SEQ ID N° 1, altamente especifica e reativa com soros de
pacientes humanos portadores de Leishmaniose Tegumentar (LT),
manifestagdo clinica cutanea ou mucosa. A proteina quimérica é
baseada no desenvolvimento de um gene contendo a fusdo de
sequéncias codificadoras de epitopos lineares de linfocitos B de
proteinas do parasito Leishmania braziliensis expressas no estagio
amastigota. Além do mais, a tecnologia também compreende um kit
contendo a quimera e um meétodo para diagndstico da leishmaniose
tegumentar.

[2] As leishmanioses sdo enfermidades causada por parasitos do género
Leishmania e apresentam ampla distribuicdo nas Américas, contando
com a participacado de hospedeiros silvestres e domésticos susceptiveis
a infeccao, incluindo o homem. Esses parasitos possuem um ciclo de
vida heteroxeno, apresentando formas promastigotas e paramastigotas
gue se desenvolvem no tubo digestivo do hospedeiro invertebrado, bem
como formas amastigotas, que permanecem e multiplicam-se por
divisdo binaria em células do sistema fagocitario mononuclear do
hospedeiro vertebrado.

[3] O ciclo biolégico ocorre no hospedeiro vertebrado a partir da picada da
fémea do flebotomineo infectada, no momento do repasto sanguineo.
No Brasil, esses insetos sado popularmente conhecidos por mosquito

palha e birigui. As principais espécies envolvidas na transmissdo da
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doenga sédo: Lutzomyia flaviscutellata, Lutzomyia Ilongipalpis, Lu.
whitmani, Lu. umbratilis, Lu. intermedia, Lu. wellcome e, Lu. Migonei.

[4] A LT pode manifestar-se na forma cutadnea e mucosa, e o aparecimento
de sintomas esta associado a resposta do hospedeiro. Neste sentido, a
doenca pode apresentar amplo espectro de manifestacdes, variando de
lesbes cutaneas simples, as quais podem curar espontaneamente, até
lesbes de mucosas, uma forma invasiva hiperalérgica e destrutiva da
leishmaniose.

[5] A leishmaniose cutdanea ¢é definida pela presenca de lesdes
exclusivamente na pele, que se iniciam no local de picada hospedeiro
invertebrado e inoculagdo das promastigotas infectantes, resultado da
multiplicagdo da Leishmania em fagocitos presentes na pele. A
leishmaniose cutanea é a forma clinica mais comum e menos severa da
LT e geralmente ocorre em individuos que apresentam uma resposta
imunoldgica adequada. Quanto a progressao clinica, o tempo médio
decorrido entre a inoculacdo do parasito por um flebotomineo e o
aparecimento das lesdes cutaneas em individuos infectados por L.
braziliensis € de 1,7 meses, variando de 1 a 3 meses. No decurso
classico da doenca, estas lesbes aparecem na forma de papula
eritematosa que progride lentamente para nodulo, que em seguida
evoluem para ulceragcdes com bordas elevadas, enduradas e fundo com
tecido de granulagdo grosseira, configurando a classica lesdo com
borda em moldura.

[6] A forma clinica mucosa da leishmaniose tegumentar caracteriza-se por
destruicdo do tecido mucoso e submucoso de maneira lenta e
progressiva, sendo na maioria dos casos associada ao parasito L. (V.)
braziliensis. Geralmente, as lesdes aparecem dentro de um periodo de
seis meses a trés anos apdés o desenvolvimento da lesao inicial
cutdnea. Esta condicdo clinica € de dificil tratamento e possui pior
prognostico quanto a possibilidade de cura clinica e parasitoldgica; os

fatores associados a evolucdo das lesdes primarias da doenca para a
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forma clinica mucosa sédo: tratamento inadequado, tempo da doenca e
estado nutricional do individuo. A rara presenca de formas amastigotas
de Leishmania nas lesbes e a intensa reacdo de hipersensibilidade
tardia observada nos pacientes sdo também considerados fatores
importantes associados a leishmaniose cutanea. Na grande maioria dos
casos, a leishmaniose mucosa acomete a mucosa nasal, com
importante comprometimento do septo, seguindo-se em ordem de
frequéncia o envolvimento da mucosa oral e as vias aéreas superiores
e em todos estes casos existe um consideravel risco de deformidades
permanentes.

[7] ApOs a suspeita clinica, o diagnostico da LT, forma cutanea é feito por
meio de exames laboratoriais. O teste de intradermorreacao de
Montenegro era um grande aliado da clinica no diagnostico da
leishmaniose tegumentar, porém a producdo do antigeno do teste foi
descontinuada. Ha ainda o diagnostico parasitologico direto, que pode
ser feito a partir da excisdo de fragmentos da borda da ulcera, que séo
fixados em lamina e corados. A sensibilidade do teste € proporcional ao
tempo de evolugédo, logo, quanto mais recente o teste for feito, maiores
as chances de visualizacdo do parasito. Contudo, a escassez
parasitaria em ulceras causadas por L. braziliensis pode ser um fator
limitante para o uso desta metodologia, aumentando a chance de
resultados falso-negativos. Outro teste direto é a inoculagdo de amostra
de individuo suspeito em cobaias, além de cultura e exame
histopatoldgico.

[8] O diagnostico da LT forma mucosa também pode ser feito por meio de
exames laboratoriais, porém na forma mucosa, o parasito raramente é
encontrado em lesdes, mesmo utilizando-se mais de uma técnica de
exame direto. Os testes sorologicos tais como ELISA e
imunofluorescéncia indireta possuem alta sensibilidade, porém menor
especificidade, uma vez que reacbes cruzadas podem ocorrer em

amostras de pacientes portadores de doenga de Chagas,
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paracoccidioidomicose, pénfigo e leishmaniose visceral. Técnicas
moleculares como PCR possuem alta especificidade e sensibilidade,
porém demandam de laboratério bem equipado e pessoal treinado.
Além disso, sua especificidade pode estar relacionada com a presenca
de numero minimo de parasitos na amostra.

[9] Com a descontinuacdo da fabricacdo do antigeno para o teste de
intradermo-reacédo de Montenegro, o sistema de saude ficou sem o
recurso em meados 2016 a 2017, quando os ultimos kits foram usados
e as unidades de saude ficaram desprovidas do recurso. O diagndstico
da leishmaniose tegumentar americana ficou entdo ainda mais
complicado, uma vez que o teste, apesar de apresentar sensibilidade
variavel, era de suma importancia no auxilio diagnostico dos casos
suspeitos pais afora.

[10] O documento de patente BR1020180160095, intitulado “Proteina
recombinante, método e kit para diagnostico das leishmanioses visceral
e tegumentar no homem e cao”, depositado em 08 de agosto de 2018,
trata de uma proteina recombinante, um kit e um método baseado na
utilizacdo da proteina para detecgado de leishmanioses. A sequéncia
proteica do referido pedido difere daquela contida na presente
tecnologia.

[11] O documento de patente BR1020150161620, intitulado “Proteina
recombinante multiepitopo e seu uso para diagndstico e tratamento de
leishmaniose”, depositado em 03/07/2015, trata de uma proteina
multiepitopo recombinante, seu processo de obtengcdo e suas
aplicagbes para detecgcdo de espécies de Leishmania. A sequéncia
proteica do referido pedido difere daquela contida na presente
tecnologia.

[12] No estado da técnica n&o foi encontrada tecnologia contendo a
proteina quimera recombinante definida no presente pedido para

utilizagdo no diagnostico de leishmaniose.
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[13] A presente tecnologia trata de wuma proteina quimera
recombinante, altamente especifica e reativa com soros de pacientes
humanos portadores de Leishmaniose Tegumentar (LT), manifestacao
clinica cutdnea ou mucosa. A proteina quimérica é baseada no
desenvolvimento de um gene contendo a fusdo de sequéncias
codificadoras de epitopos lineares de linfocitos B de proteinas do
parasito Leishmania braziliensis expressas no estagio amastigota. A
quimera contém peptideos especificos para diagnéstico da LT,
garantindo a ndo ocorréncia de reatividade cruzada com proteinas dos
microrganimos Trypanosoma cruzi, Toxoplasma gondii, Mycobacterium
leprae, agentes etiologicos da Doenca de Chagas, Toxoplasmose e
Hanseniase humana, respectivamente. Nesse sentindo, a proteina
proposta € inédita, e apresenta elevada sensibilidade para diagnosticar
os casos de LT, além de elevada especificidade quando testada em
paciente com outras doengas comumente encontradas em areas
endémicas e frequentemente associadas a resultados falsos positivos
em testes laboratoriais e/ou diagndstico clinico. Além do mais, a
tecnologia também compreende um kit contendo a quimera e um

meétodo para diagnostico da leishmaniose tegumentar.

BREVE DESCRIGAO DAS FIGURAS

[14] A Figura 1 representa a (A) comparacao de reatividade pelo teste
ELISA em soros de pacientes infectados por L. brasiliensis
apresentando a forma mucosa(LTH-MC); infectados por L. brasiliensis
apresentando a forma cutanea(LTH-C); soros de pacientes com Doenca
de Chagas (DC); soros de pacientes com Toxoplasmose(TX); Soro de
pacientes com Hanseniase (HS); além de controle negativo com soros
de pacientes ndo infectados(CT). (B) Sensibilidade, especificidade e

acuracia da proteina quimérica.
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DESCRIGAO DETALHADA DA TECNOLOGIA

[15] A presente tecnologia trata de uma proteina quimérica
recombinante composta por regides conservadas de proteinas de L.
brasiliensis, além de um kit e um método para diagnéstico de

leishmaniose tegumentar.

[16] Mais especificamente, a proteina quimérica recombinante é
definida pela SEQ ID N° 1.
[17] O kit para diagndstico da leishmaniose tegumentar é

caracterizado por compreender:

a) a proteina quimérica definida pela SEQ ID N°1;

b) um anticorpo  secundario ou uma proteina, onde o
anticorpo secundario (IgG, IgM, IgA, IgE e/ou suas respectivas
subclasses), ou a proteina (proteina A e/ou proteina G), séo
conjugados a uma enzima ou a um marcador;

Cc) um reagente para detectar a enzima ou marcador.

[18] No item “a”, a proteina pode estar ligada a um suporte sélido,
selecionado do grupo de material compreendendo nitrocelulose, nylon,
latex, polipropileno e/ou poliestireno; ou a um carreador,
preferencialmente particulas de ouro.

[19] No item “b”, o marcador deve ser selecionado do grupo
consistindo de enzimas, radiois6topos, biotina, cromaoforos, fluordforos e
quimioluminescentes.

[20] No item “c”, a enzima deve ser selecionada do grupo
compreendendo peroxidase, fosfatase alcalina, beta-galactosidase,
urease, xantina oxidase, glicose oxidase e penicilinase.

[21] O meétodo para diagndstico de leishmaniose tegumentar
compreende as seguintes etapas:

a) exposicdo de uma amostra a proteina definida pela SEQ ID N°1,

ligada a um suporte solido ou a um carreador;
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b) adicdo de um anticorpo secundario ou uma proteina, que estejam
conjugados a uma enzima ou a um marcador e que se liguem aos
anticorpos da amostra da etapa (a);

c) deteccdo dos anticorpos especificos para Leishmania braziliensis
na amostra citada na etapa (a), utilizando-se reagentes capazes
de detectar a enzima ou o marcador citado na etapa (b).

[22] Na etapa “a@”, a amostra pode ser selecionada do grupo
compreendendo sangue, soro, plasma ou outro fluido corporal. O
suporte solido pode compreender materiais consistindo em
nitrocelulose, nylon, latex, polipropileno, poliestireno ou outro utilizado
com a mesma finalidade dos demais descritos.

[23] Na etapa “b”, o anticorpo secundario pode compreender IgG, IgM,
IgA, IgE e respectivas subclasses. A proteina relacionada a esta etapa
pode ser Proteina A e/ou Proteina G. A enzima descrita nessa etapa
pode ser selecionada do grupo consistindo em peroxidase, fosfatase
alcalina, beta-galactosidase, urease, xantina oxidase, glicose oxidase e
penicilinase. Além do mais, o marcador pode ser selecionado do grupo
consistindo de enzimas, radioisétopos, biotina, croméforos, fluoréforos
e quimioluminescentes.

[24] Na etapa “c”, o anticorpo de detecgao pode ser selecionado do
grupo compreendendo detecgédo de fluorescéncia, imunofluorescéncia,
imunoluminescéncia, absorbancia ou de radioisétopos.

[25] A proteina definida na presente tecnologia pode ser utilizada para
o diagnostico de leishmaniose tegumentar em humanos.

[26] A presente tecnologia pode ser mais bem compreendida atraves

dos exemplos que se seguem, ndo limitantes.

EXEMPLO 1. OBTENGAO DA PROTEINA RECOMBINANTE

[27] Os epitopos foram selecionados a partir de 20 proteinas

reconhecidas pela técnica de imunoprotedmica. Das 20 proteinas, 13
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foram reconhecidas no estagio amastigota do parasito, e selecionadas
por estarem em maior contato com o sistema imune do hospedeiro.
Dessas, 32 epitopos de célula B estavam em regido de desordem
estrutural, significando linearidade, porém 19 delas mostraram-se
similares a T. cruzi,Toxoplasma gondii e Mycobacterium leprae e foram
excluidas, restando 13 que mostraram divergéncia maior que 80%,
aumentando a possibilidade de ndo ocorrer rea¢des cruzadas. O fato de
0os epitopos selecionados das proteinas possuirem divergéncia com
Trypanosoma cruzi, Toxoplasma gondii e Mycobacterium leprae
objetiva evitar reagdes cruzadas entre individuos portadores de
patologias causadas por tais patdogenos.

[28] Os 13 epitopos selecionados para compor a proteina quimérica
sdo sublinhados abaixo. Existe uma metionina inicial, cauda de histidina

e stop codon. Sequéncia de aminoacidos da proteina:

MTINSAKSANEGSGSGEDEEVAEAPPAEAAPAEVTAGGSGSGHDFSHQGGGDNA
SKGSGSGLEDQAPSTGSGSGEGESREDLDMPPDPALGSGSGMSPEDATGGSGS
GATKRYTGNKERGSGSGKAGTGPDAEKSGSGSGVTYAGPDGSVSEKGSGSGKD
TYEGEWRNDSATGSGSGAKDAEKKKTGSGSGKMNEPAPPFGSGSGWKKGDAT

MKPEHHHHHH*

[29] A sequéncia do gene codificador da quimera foi otimizada pelo
software "Codon Optimization Tool" da IDT para expresséo em E. coli é

a seguinte:

ATGACGAACAGCGCCAAAAGCGCCAACGAGGGCTCGGGAAGCGGCGAAGAC
GAAGAGGTAGCAGAAGCGCCACCTGCCGAGGCAGCCCCAGCAGAAGTAACT
GCAGGTGGCTCCGGTTCGGGTCACGATTTCTCCCATCAGGGTGGGGGTGACA
ATGCTTCGAAAGGTTCGGGTTCTGGGTTGGAAGACCAAGCGCCCTCAACAGG
TTCTGGCTCCGGCGAAGGTGAGTCCCGCGAGGATCTGGATATGCCGCCAGAC
CCAGCATTGGGTTCGGGAAGCGGAATGTCCCCCGAGGACGCGACAGGTGGC
AGCGGCAGCGGAGCCACAAAACGCTACACTGGAAATAAAGAGCGTGGCTCG
GGCAGTGGCAAAGCCGGTACTGGACCAGACGCTGAGAAGTCTGGTTCTGGTA
GTGGCGTTACGTATGCTGGTCCCGACGGCAGTGTCAGTGAAAAAGGGTCAGG
GAGCGGCAAGGACACTTATGAAGGAGAATGGCGTAATGATTCGGCGACAGGT
AGTGGATCTGGGGCTAAGGATGCTGAAAAAAAGAAAACGGGAAGCGGTTCTG
GCAAAATGAATGAACCCGCCCCACCATTTGGTAGTGGCTCGGGATGGAAGAA
GGGTGACGCGACGATGAAGCCCGAACATCATCACCACCACCACTAA
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[30] O potencial dos peptideos de atuarem como epitopos é mantido
na quimera (Score de 1.74). Em adi¢do, a proteina tem alta desordem
estrutural, predita pelo programa IUPRED (Score de 0,91; 0,74 e 0,77),
significando que os peptideos estardo disponiveis para ligacdo com
anticorpos, nao possuindo conformacéo.

[31] A sequéncia do gene codificador da proteina quimérica foi
desenhada utilizando o software Gene Oligo Explorer (versdo 1.5,
2010). Em seguida, o gene foi sintetizado por empresa de biotecnologia
especializada.

[32] O plasmidio contento 4ug do gene quimérico liofilizado foi
armazenado a -20°C até o momento do uso. Para o uso, o plasmideo
foi primeiramente centrifugado a 6000 G por 5 minutos, a fim de evitar
perda de plasmideo que porventura estivesse aderido a tampa. Em
seguida, o plasmideo foi ressuspendido utilizando-se 50uL de agua
ultrapura aquecida a 50°C e homogeneizado em vortex por 1 minuto.
Posteriormente, o microtubo contendo o plasmideo ressuspendido foi
centrifugado a 6000 G por mais um minuto.

[33] Na etapa de transformacdo, 1uL do plasmidio quimérico foi
adicionado a 50pL de células competentes Arctic Express (DE3)
(Agilent Technologies, Santa Clara, EUA) previamente armazenadas a -
80°C. Em seguida as amostras foram transferidas para cubetas de
eletroporacédo MicroPulser (Bio-Rad, Hercules, EUA) de 0,1cm, e
submetidas a um pulso de 2,50kV no equipamento de eletroporacéo
MicroPulser (Bio-Rad, Hercules, EUA). Apos a eletroporagao, foram
adicionados 200uL do meio de cultura 2xYT liquido, seguido por
incubacao durante uma hora a 37°C sob agitacdo em shaker a 200rpm.
ApOs este periodo, as amostras foram plaqueadas em meio solido
2xYT-agar 1,5% contendo 50ug/mL de Kanamicina (Sigma-Aldrich®,
Saint Louis, MO, USA) e 20ug/mL de Gentamicina (Neoquimica,
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Anapolis, Brasil) e distribuidas uniformemente pela placa utilizando uma
alca de Drigalski. As placas foram incubadas overnight a 37°C.

[34] ApoOs crescimento, 5 colbnias foram submetidas a reagao de
PCR, a fim de verificar-se a presenca do plasmideo no vetor de
expressao, utilizando-se 50uL de Master Mix (Promega), 10uL de
primer T7 forward e reverse a 2 milimolar e 40uL de agua ultra-pura. O
termociclador (T-100 Biorad®) foi programado em temperatura inicial de
94°C por 2 minutos, seguido de 30 ciclos a temperatura de
desnaturacdo a 94°C por 30 segundos, temperatura de anelamento a
60°C por 30 segundos e temperatura de extensdo a 68°C por 2 minutos,
e ainda extenséao final a 68°C por 5 minutos. Os produtos de PCR foram
submetidos a separacdo em gel de agarose 1% a 100-120 volts em
tampao TAE 1X, contendo 0,3ug/uL de brometo de etidio (Bio-Rad,
Hercules, EUA). Para indugdo da expressao da proteina quimeérica, a
colénia de bactérias isoladas no sistema de clonagem foi inoculada em
dois Erlenmeyers de 100 mL cada contendo 50mL de meio de cultura
2xYT (Triptona/Peptona + Extrato de Levedura + NaCl + Kanamicina
50ug/mL e Gentamicina 20ug/mL) e incubadas overnight a 37 °C sob
agitacdo a 200RPM em estufa. Em seguida, as 25mL das culturas
foram inoculadas em cada um dos quatro Erlemeyer de 1000 mL
contendo 500 mL de meio 2xYT e cultivadas até a densidade 6tica (DO)
de 0,6-0,8 a 37°C, sob agitacdo, a 200 RPM, por trés horas.

[35] Apos atingir a DO desejada, a expressao foi induzida com a
adicdo de 0,1mM de Isopropil B-D-1-thiogalactopiranosideo (IPTG)
(Invitrogen®, Sao Paulo, Brasil) por 24 horas a 12°C sob agitacdo a
200RPM. Apds o periodo de inducdo, a cultura foi centrifugada por
7000 RPM, por 40 minutos a 4°C, na centrifuga “5804R” (Eppendorf®,
Hamburg, Alemanha) e o sobrenadante desprezado. Em seguida, os
pellets foram armazenados a -80°C. Aliquotas de 1 mL da cultura
imediatamente antes da adi¢ao de IPTG, e apds o periodo de indugao

da expressao, foram também coletados em microtubos e centrifugadas
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por 5 minutos a 8.000 RPM e armazenado a -20°C, para serem
utilizadas como controle de expresséao.

[36] O pellet contendo a cultura ap6s a etapa de expressao foi
ressuspendido em 100mL de PBS (Na2HPO4 + NaHPO4 + NaCl, pH
7,4) contendo 30mM de Imidazol e lisozima 100ug/mL (Sigma-Aldrich®,
Saint Louis, EUA) e incubado por 30 minutos em gelo. Em seguida, o
extrato foi lisado em sonicador (DES 500 — UNIQUE®) apds 10 ciclos
de 1 minuto de sonicacdo em gelo, cada ciclo com intervalo de 30
segundos e poténcia 40% a amostra foi centrifugada por 5000RPM por
30 minutos a 4°C. O sobrenadante coletado (fragao soluvel) foi filtrado
em coluna de cromatografia (His Trap HP) contendo 5mL de resina para
purificacdo de proteina. A coluna contendo resina previamente
regenerada foi lavada utilizando trés vezes o seu volume com o tampéao
A (PBS contendo imidazol 30mM). Na ultima lavagem, foi deixada sob
agitacdo com tampao A por 15 minutos. Em seguida, a amostra
contendo a fracado soluvel foi aplicada duas vezes na coluna. As fragdes
de flowthrough foram coletadas. Apds a passagem de toda a amostra, a
eluicdo foi realizada através da adicdo do tampao B (PBS contendo
imidazol 500mM) e a coluna foi mantida a 8°C overnight. Em seguida,
as fragbes eluidas contendo a proteina recombinante foram coletadas
em eppendorfs e armazenadas a 8°C.

[37] As fragdes obtidas em tempo O (pré-inducdo), tempo 24 pds
inducédo e proteina apds purificagao foram analisadas por eletroforese
em gel de poliacrilamida SDS-PAGE 12.5%. As amostras obtidas nos
ensaios de expressao e purificagdo foram submetidas a separacéo por
eletroforese em gel de poliacrilamida, utilizando Bis-acrilamida 40%. O
gel de separacao 12,5% foi preparado utilizando tampéao Tris-HCI 1,5M
pH 8,8, SDS 0,01%, persulfato de aménio 0,5% v/v e TEMED 0,05%
viv. O gel de concentracao foi preparado de modo semelhante ao de
separacdo, mas utilizando o tampdo Tris-HCI 1,5 M pH 6,8. As

amostras obtidas da inducdo e teste de solubilidade foram adicionadas



97

25 uL de tampao de amostra 4X (SDS 10%, Tris-HCI 0,5 mM pH 6,8,
azul de Bromofenol 1%, 2-B-mercaptoetanol 5% e glicerol 10%) e 75uL
de agua de MilliQ. As amostras foram entdo pré-aquecidas a 1000C
durante 10 minutos para desnaturacdo das proteinas e posteriormente
aplicadas no gel para separacado eletroforética. A eletroforese foi
realizada em aparelho Mini Protean Il Biorad®, utilizando tampao de
corrida (Tris-HCI 25mM, glicina 192mM, SDS 0,1% e pH 8,3) sob
voltagem constante de 100 volts. Apds a corrida, os géis foram corados
por incubacdo por 30 minutos com a solugdo de Coomassie Blue
(Coomassie Brilhant Blue G-250 0,25%, metanol 50% e acido acético
10%) a temperatura ambiente e em seguida descorados overnight em
solucao etanol 30% e acido acético 10% a temperatura ambiente.

[38] As amostras de proteina quimérica purificadas foram dosadas
pelo método colorimétrico do Acido Bicinconinico (BCA) utilizando o kit
“‘BCA Protein Assay Reagent” (Thermo Scientific®, Waltham, EUA) de
acordo com as recomendacdes do fabricante e a leitura realizada em
aparelho Versamax (Molecular Devices®, Sunnyvale, EUA) com

comprimento de onda de 562nm.

EXEMPLO 2. ANALISES SOROLOGICAS UTILIZANDO A PROTEINA
QUIMERICA

[39] Amostras de soros. As seguintes amostras de soro foram
utilizadas para a realizacdo dos ensaios de ELISA para o
sorodiagnostico da Leishmaniose Tegumentar Americana: soros de
pacientes infectados pelo parasito Leishmania braziliensis,
apresentando a patologia na forma mucosa (n=35), soros de pacientes
infectados pelo parasito Leishmania braziliensis, apresentando
patologia na forma cutanea (n=35). Para averiguar presenca de reacdes
cruzadas, foram testados soros de pacientes nao-infectados (controle

negativo, n=35) soros de pacientes com Doenca de Chagas (n=35),
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soros de pacientes com Toxoplasmose (n=57) soros de pacientes com
Hanseniase (n=12).

[40] Teste ELISA. Para a padronizagdo do teste, foram utilizadas
placas de ELISA 96 pogos (Nalge Nunc Intl®, Penfield, EUA), diferentes
concentragdes da proteina quimeérica (0,01; 0,1; 1,0 e 10uQ), diluigdes
de soros (pool de amostras de soros de pacientes com Leishmaniose
tegumentar cutanea, leishmaniose tegumentar mucosa, pacientes
controle negativo, toxoplasmose, hanseniase e doenca de Chagas)
também foram testados em diferentes concentracdes (1:50; 1:100;
1:250 e 1:500) e de conjugado anti-lgG marcado com peroxidase
(Sigma-Aldrich®, Saint Louis, EUA) (1:500; 1:1000; 1:10.000 e 1:5000).

[41] Para a sensibilizacdo da placa, 100ulL/po¢o da proteina
recombinante diluida em coating buffer (Na2CO3 0,16%, NaHCO3
0,24% e pH 9,6) foram pipetados. Apds incubacido por 12-16 horas a
8°C, a placa foi lavada 5 vezes com solugdo de lavagem (PBS + tween
0,05%) e bloqueada com 200 uL/poco de PBS acrescido de 1,0% de
BSA (Sigma-Aldrich®) durante uma hora a 37°C. Posteriormente, a
placa foi lavada 5 vezes com solucdo de lavagem, 100 puL do pool de
soros positivos e negativos diluidos em PBS com 1% de BSA foram
adicionados e incubados a 37°C por uma hora. Decorrido o tempo, a
placa foi lavada trés vezes com solugdo de lavagem e 100uL do
anticorpo anti-lgG humano marcado com peroxidase e diluido em PBS-
tween BSA 1% foram adicionados e incubados a 37°C por uma hora.
Apos lavagem da placa por cinco vezes com a solugdo de lavagem
adicionou-se 100 uL da solucéo reveladora (Acido citrico 0,1M, Na2P0O4
0,2 M, TMB 0,05% e H202 0,1%). Em seguida a placa foi incubada a
37°C ao abrigo de luz por 15 minutos. A reacao foi interrompida pela
adicdo de 50uL de H2S0O4 2M e a absorbéancia foi obtida em leitor de
ELISA a 450nm no leitor de ELISA Versamax (Molecular Devices®,
Sunnyvale, EUA).
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[42] Os resultados foram analisados pelo programa Graph Pad Prism.
Os testes de reagao cruzada com diferentes patégenos (Toxoplasma
gondii, Trypanonoma cruzi, Mycobacterium leprae) mostrou boa
separagao, mostrando o potencial da quimera em evitar reacgdes
cruzadas com doencgas que possam ter clinica semelhante e dificultar o
diagnostico diferencial. A proteina quimérica apresentou sensibilidade,

especificidade e acuracia de 100,00% (Figura 1).
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REIVINDICAGOES

. PROTEINA QUIMERIA RECOMBINANTE, caracterizada por ser
definida pela SEQ ID N°1.

. KIT PARA DIAGNOSTICO DA LEISHANIOSE TEGUMENTAR,
caracterizado por compreender:

a) a proteina quimérica definida pela SEQ ID N°1;

b) um anticorpo secundario ou uma proteina, onde o
anticorpo secundario (IgG, IgM, IgA, IgE e/ou suas respectivas
subclasses), ou a proteina (proteina A e/ou proteina G), sao
conjugados a uma enzima ou a um marcador;

Cc) um reagente para detectar a enzima ou marcador.

. KIT PARA DIAGNOSTICO DA LEISHANIOSE TEGUMENTAR, de
acordo com a reivindicagcao 2, etapa “a" caracterizado pela
proteina estar ligada a um suporte sdélido selecionado do grupo de
material compreendendo nitrocelulose, nylon, latex, polipropileno
e/ou poliestireno; ou a um carreador, preferencialmente particulas de
ouro.

. KIT PARA DIAGNOSTICO DA LEISHANIOSE TEGUMENTAR, de
acordo com a reivindicagao 2, etapa “b" caracterizado pelo
marcador ser selecionado do grupo consistindo de enzimas,
radioisotopos, biotina, cromoforos, fluoréforos e
quimioluminescentes.

. KIT PARA DIAGNOSTICO DA LEISHANIOSE TEGUMENTAR, de
acordo com a reivindicagcao 2, etapa “c" caracterizado pela
enzima ser selecionada do grupo compreendendo peroxidase,
fosfatase alcalina, beta-galactosidase, urease, xantina oxidase,
glicose oxidase e penicilinase.

. METODO PARA DIAGNOSTICO DA  LEISHMANIOSE
TEGUMENTAR, caracterizado por compreender as seguintes

etapas:
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a) exposicdo de uma amostra a proteina definida pela SEQ ID
N°1, ligada a um suporte solido ou a um carreador;

b) adicdo de um anticorpo secundario ou uma proteina, que
estejam conjugados a uma enzima ou a um marcador e que se
liguem aos anticorpos da amostra da etapa (a);

c) deteccdo dos anticorpos especificos para Leishmania
braziliensis na amostra citada na etapa (a), utilizando-se
reagentes capazes de detectar a enzima ou o marcador citado

na etapa (b).

7. METODO PARA  DIAGNOSTICO DA  LEISHMANIOSE

TEGUMENTAR, de acordo com a reivindicagao 6, etapa “a”,
caracterizado pela amostra ser selecionada do grupo
compreendendo sangue, soro, plasma ou outro fluido corporal; e o
suporte solido compreender materiais consistindo em nitrocelulose,
nylon, latex, polipropileno, poliestireno ou outro utilizado com a
mesma finalidade dos demais descritos.

. METODO PARA DIAGNOSTICO DA  LEISHMANIOSE
TEGUMENTAR, de acordo com a reivindicagao 6, etapa “b”,
caracterizado pelo anticorpo secundario compreender IgG, IgM,
IgA, IgE e respectivas subclasses e a proteina ser Proteina A e/ou
Proteina G; a enzima descrita nessa etapa ser selecionada do grupo
consistindo em peroxidase, fosfatase alcalina, beta-galactosidase,
urease, xantina oxidase, glicose oxidase e penicilinase; e o
marcador ser selecionado do grupo consistindo de enzimas,
radioisotopos, biotina, cromoforos, fluoréforos e
quimioluminescentes.

. METODO PARA DIAGNOSTICO DA  LEISHMANIOSE
TEGUMENTAR, de acordo com a reivindicagao 6, etapa “c”,
caracterizado pelo anticorpo de detecgao pode ser selecionado do

grupo compreendendo deteccao de fluorescéncia,
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imunofluorescéncia, imunoluminescéncia, absorbdncia ou de
radioisotopos.

10. USO da proteina definida na reivindicacdo 1, caracterizado por

ser para o diagnostico da Leishmaniose Tegumentar Humana.

DESENHOS Figura 1

>
- -]

1 1m' \‘
2 = N
?: 80 Cut-off
€ 09 s ¢ ¢ .
a 06 g I g
o 40
03' [ J t ‘ -g Auc'1-w
0wl & W £i 3 Es=100.00%
T L] L] T T o-
é é‘ ¢ & (b;‘ ‘9 f T T T T 1
vog 0 20 40 60 80 100

Grupos 100 - Especificidade (%)



103

RESUMO

“PROTEINA QUIMERICA RECOMBINANTE, KIT E METODO PARA

DIAGNOSTICO DE LEISHMANIOSE TEGUMENTAR E USOS”

A presente tecnologia trata de uma proteina quimera recombinante,
definida pela SEQ ID N° 1, altamente especifica e reativa com soros de
pacientes humanos portadores de Leishmaniose Tegumentar (LT),
manifestagdo clinica cutanea ou mucosa. A proteina quimérica é
baseada no desenvolvimento de um gene contendo a fusdo de
sequéncias codificadoras de epitopos lineares de linfocitos B de
proteinas do parasito Leishmania braziliensis expressas no estagio
amastigota. Além do mais, a tecnologia também compreende um kit
contendo a quimera e um meétodo para diagndstico da leishmaniose

tegumentar.
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