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RESUMO

As leishmanioses sdo doencas endémicas que acometem cerca de um bilhdo de
pessoas em mais de 90 paises no mundo. A leishmaniose tegumentar (LT) € a forma
mais comum e exibe ampla variabilidade clinica, impactando a saude e qualidade de
vida dos pacientes de maneira significativa. O diagndstico precoce € essencial para
o tratamento eficaz e prevencdo de casos graves. Entretanto, o diagndstico
parasitoléogico convencional ou molecular tem coleta invasiva de amostras
bioldgicas, apresenta sensibilidade e especificidade varidveis e/ou possui custo
elevado. Ensaios imunoenzimaticos sao alternativas, ainda que existam problemas
relacionados a sensibilidade dos testes e a necessidade da coleta de sangue
considerada invasiva. Nesse sentido, a identificagdo de novos antigenos para serem
usados na melhoria do diagnéstico da LT seria atraente, bem como o uso de
amostras bioldgicas coletadas de forma n&o-invasiva. Desta forma, no presente
trabalho, a proteina fator de iniciacdo eucaridtico 5a (elF5A), previamente
identificada por imunoproteémica em Leishmania braziliensis, bem como seu epitopo
especifico de linfécitos B predito por bioinformatica, foram testados para o
diagnostico da LT utilizando urina dos pacientes em comparagéo ao uso de soro. A
técnica de ELISA indireta foi realizada com a proteina recombinante, seu peptideo e
o extrato antigénico soluvel dos parasitos (SLA). O uso da urina apresentou
melhores valores de sensibilidade e especificidade quando comparado ao uso do
soro, apresentando valores de sensibilidade de 100%, 76,2% e 95,56%, e
especificidade de 100%, 86,7% e 100% para a proteina relF5A, peptideo sintético e
SLA, respectivamente. Enquanto o uso do soro demonstrou valores de 79,07%,
76,19% e 77,27% de sensibilidade, e especificidade de 100%, 88,89% e 95,35%
respectivamente para a proteina, peptideo e SLA. A proteina recombinante mostrou
melhores valores em comparagdo aos demais antigenos, e a ELISA baseada em
urina apresentou valores ligeiramente superiores ao uso do soro. Desta forma, o
presente estudo fornece dados preliminares da possibilidade de uso da proteina

relF5A e urina para o diagnéstico da LT.

Palavras-chave: Leishmaniose Tegumentar; diagndstico; urina; soro; proteina

recombinante; peptideo sintético; sensibilidade, especificidade.



ABSTRACT

Leishmaniasis are endemic diseases that affect approximately one billion people in
over 90 countries worldwide. Tegumentary leishmaniasis (TL) is the most common
form and exhibits wide clinical variability, significantly impacting the health and quality
of life of patients. Early diagnosis is essential for effective treatment and prevention of
severe cases. However, conventional parasitological or molecular diagnosis involves
invasive collection of biological samples, has variable sensitivity, and/or is costly.
Enzyme-linked immunosorbent assays (ELISA) are alternatives, although issues
related to test sensitivity and the need for invasive blood collection exist. In this
regard, the identification of new antigens for improving TL diagnosis would be
attractive, as well as the use of non-invasively collected biological samples. In this
study, the eukaryotic initiation factor 5a (elF5A) protein, previously identified by
immunoproteomics in Leishmania braziliensis, along with its B-cell-specific epitope
predicted by bioinformatics, were tested for TL diagnosis using patient urine
compared to serum. Indirect was performed with the recombinant protein, its peptide,
and the soluble antigenic extract of parasites (SLA). The use of urine showed better
sensitivity and specificity values compared to serum, with sensitivity values of 100%,
76.2%, and 95.56%, and specificity of 100%, 86.7%, and 100% for the relF5A
protein, synthetic peptide, and SLA, respectively. In contrast, the use of serum
demonstrated sensitivity values of 79.07%, 76.19%, and 77.27%, and specificity of
100%, 88.89%, and 95.35% for the protein, peptide, and SLA, respectively. The
recombinant protein showed better values compared to other antigens, and the urine-
based ELISA had slightly higher values than serum usage. Thus, this study provides
preliminary data on the possibility of using relF5A protein and urine for the diagnosis
of LT.

Keywords: Tegumentary Leishmaniasis; diagnosis; urine; serum; recombinant

protein; synthetic peptide; sensitivity, specificity.
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CONSIDERAGOES INICIAIS

Esta dissertagcao é requisito parcial para obtencdo do titulo de Mestre em
Ciéncias da Saude, concedido pelo Programa de Pés-Graduagédo em Infectologia e
Medicina Tropical (PPGIMT) da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG). O
trabalho se insere na linha de pesquisa intitulada "Clinica, Diagnostico e Tratamento
das Doencas Infecciosas e Tropicais". A linha de pesquisa em foco dedica-se a
analise de biomarcadores diagndsticos, bem como a avaliagao critica dos protocolos
terapéuticos e do acompanhamento de pacientes afetados por doencgas infecciosas
e tropicais. O presente trabalho representa uma contribuigdo para o aprimoramento
do diagndstico da Leishmaniose Tegumentar, alinhando-se aos objetivos e padroes
de exceléncia do referido programa de pds-graduacgao.

Em 2021, com o advento da pandemia de SARS-CoV-2, o grupo de pesquisa
ao qual a autora esta vinculada empenhou-se na busca por um método diagnostico
imunoldgico ndo invasivo para a COVID-19. O enfoque foi a utilizagdo de amostras
de urina para a detecg¢ao de anticorpos IgG especificos, objetivando estabelecer um
meétodo de imunodiagndstico da doenga que fosse conveniente para o paciente e
eficaz. Os importantes resultados obtidos culminaram em publicagbes em revistas de
elevado impacto, além do alcance de significativa visibilidade midiatica e
reconhecimento cientifico internacional. Diante desse contexto, foi proposta a
avaliacdo da metodologia empregada neste estudo para sua aplicagdo em outras
doencgas infectocontagiosas, como a leishmaniose tegumentar, visto que n&o ha na
literatura cientifica a aplicacdo deste método baseado em urina para a detecgao da
doenca.

O grande desafio de Saude Publica representado pelas leishmanioses e a
premente demanda por avangos nas tecnologias diagnosticas para a leishmaniose
tegumentar, somados ao desejo de contribuir para a sociedade por meio da ciéncia,
foram determinantes na concepgao e execugao do presente projeto. O estudo foi
realizado em colaboragdo com o grupo de pesquisa do Professor Ricardo Andrez
Machado de Avila, do Laboratério de Biotecnologia Aplicada ao Desenvolvimento de
Novos Farmacos da Universidade do Extremo Sul Catarinense, localizado em

Criciima, Santa Catarina.
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A parceria com o grupo foi essencial, uma vez que detém significativo know-
how em bioinformatica, competéncia crucial para as investigagdes realizadas neste
trabalho. A execucdo dos ensaios laboratoriais e a analise dos resultados foram
conduzidas de forma colaborativa, ocorrendo no Laboratorio de Infectologia e
Medicina Tropical da UFMG, envolvendo a autora, orientadores e pesquisadores que
integram o grupo. A colaboracgao interinstitucional permitiu a troca de conhecimentos
e expertise, fortalecendo as bases para o avango das pesquisas e evidenciando a
importancia da interdisciplinaridade para o progresso cientifico.

Com relagao a coleta de amostras, a estreita parceria estabelecida ao longo
dos anos com a Dra. Denise Utsch no Hospital Sdo Geraldo — HC/UFMG néo
apenas facilitou a obtencdo de analitos, mas também proporcionou a autora um
aprimoramento significativo nas habilidades clinicas necessarias para a avaliagéo de
individuos suspeitos de leishmaniose tegumentar humana na regido metropolitana
de Belo Horizonte e éareas adjacentes. Essa abordagem abrangente envolveu
acompanhamento clinico e promog¢ao da educagdo em saude para esse publico
especifico. Além disso, a colaboracdo na coleta de amostras com a Dra. Vanessa
Pascoal (Fiocruz Minas) e a dermatologista Marcela Tavares (Tedfilo Otoni)
desempenhou um papel fundamental na expansdo da biblioteca biolégica deste
trabalho, incorporando amostras de pacientes provenientes de outras regides
endémicas.

Esta dissertacdo apresenta resultados preliminares relevantes que podem
impactar positivamente na vigilancia epidemiolégica e na abordagem diagndstica
dessa enfermidade de um modo menos invasivo e cdmodo para os pacientes que se
submetem a testagem, refletindo um compromisso com a sociedade, melhoria da
saude publica e o progresso cientifico. Os resultados dos experimentos executados
constituem uma parte de um projeto maior em desenvolvimento, que sera
amplamente explorado ao longo do doutorado da autora.

A autora desta dissertagdo construiu sua trajetdria na area da ciéncia basica
desde 2018, quando iniciou suas atividades no grupo de pesquisa liderado pelo Prof.
Eduardo Coelho, durante a graduagao em Enfermagem na UFMG. Sua experiéncia
abrange a participagcdo desde a iniciagdo cientifica, envolvendo-se em projetos
voltados para o aprimoramento do diagnostico das leishmanioses tegumentar e
visceral e, mais recentemente, COVID-19. Além disso, possui vivéncia e
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competéncias na execugcdo de pesquisas relacionadas ao tratamento e
desenvolvimento de vacinas para leishmanioses.

Ao longo da iniciagdo cientifica e do mestrado, desempenhou papel ativo em
um projeto de extensao coordenado pela profa. Dra. Denise Utsch, acompanhando
pacientes com leishmaniose tegumentar e enfermidades associadas a doenca
mucosa, no Ambulatério Sao Geraldo/Hospital das Clinicas/lUFMG, onde também
realizou a coleta de parte das amostras utilizadas nesta pesquisa. Paralelamente,
assumiu a fungdo de monitora em disciplinas ofertadas pelo PPG-IMT e no Colégio
Técnico da UFMG. Desde 2022, atua na representagdo discente do Programa,
contribuindo também para a organizacdo de eventos cientificos locais e a
organizagao de dados para o Relatorio Sucupira na Plataforma CAPES, fortalecendo
seu engajamento na comunidade académica. Ademais, a mesma realizou selegao
de Doutorado e se apresenta em processo de matricula junto ao Programa e a
UFMG.
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1. INTRODUGAO

As leishmanioses representam um complexo de doencas causadas por
protozoarios, abrangendo mais de 20 espécies patogénicas pertencentes ao género
Leishmania (Cupolillo et al., 2000; WHO, 2023a). Cerca de 1 bilhdo de pessoas
vivem em areas endémicas para a doenga, elevando o risco de infeccdo diante da
exposicdo. A endemicidade das leishmanioses é notificada em mais de 90 paises
estando associadas a mudangas ambientais e determinantes sociais de saude das
populagdes acometidas. As duas principais formas sdo: a leishmaniose tegumentar
(LT), a manifestagdo mais comum, podendo resultar em desfiguracbes e
afastamento social quando apresenta manifestagbes severas; enquanto a
leishmaniose visceral, € reconhecida como a mais grave por acometer 6rgaos
internos, tornando-se fatal na auséncia de tratamento (WHO, 2023a).

Dentre o complexo desta doenga, a leishmaniose tegumentar (LT) apresenta
o espectro clinico mais abrangente. A forma cutanea, mais prevalente, se caracteriza
pela ocorréncia de papulas e nddulos em regides expostas do corpo,
frequentemente evoluindo para a formagao de ulceras. Em contraste, a forma
mucosa pode se manifestar na mucosa nasofaringea e oral (Torres-guerrero et al.,
2017; BRASIL, 2017). Em ambos os casos, os pacientes acometidos podem se
tornar suscetiveis a infeccbes secundarias diante da vulnerabilidade da barreira
epitelial, além de leva-los a estigmatizagdo social devido a formagao de cicatrizes
extensas em areas expostas do corpo e deformidades decorrentes da destruicao
parcial ou total de mucosas (Bailey et al., 2017; WHO, 2018).

O desenvolvimento de testes para o diagndstico precoce possibilita o
tratamento adequado dos casos em tempo habil, contribuindo assim para a reducao
das formas graves das leishmanioses (OPAS, 2019; WHO, 2020). Além disso, um
diagnostico eficaz favorece o controle da doenga ao permitir levantamentos
epidemiologicos, identificacdo de casos assintomaticos e diagndstico diferencial,
possibilitando o monitoramento dos pacientes, bem como a criagcdo de politicas e
estratégias para diagnostico precoce (Szargiki et al., 2009).

Nesse sentido, o diagnostico atual da LT envolve uma combinacdo de
meétodos para garantir resultados precisos. O diagnodstico parasitologico requer

procedimentos invasivos, como bidpsias de lesdes, além de exigir a presenga do
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parasito no material coletado e expertise do analisador para identificacdo destes
protozoarios que comumente encontram-se em baixa carga nesse tecido.
Alternativamente, a detecgdo de material genético da Leishmania spp. por meio da
técnica de reagdo em cadeia da polimerase (PCR) €& possivel, mas é um
procedimento dispendioso, exigindo equipamentos sofisticados e profissionais
treinados (Vega-Lopez, 2003).

Assim, ensaios imunoenzimaticos do tipo Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay (ELISA) e testes point-of-care (POC) tém sido considerados como métodos a
serem aplicados no diagnéstico da leishmaniose tegumentar, podendo apresentar
sensibilidade e especificidade maiores quando comparado aos métodos
parasitologicos (Duthie; Reed, 2017). Testes sorolégicos convencionais empregando
parasitos integros ou extratos proteicos dos mesmos apresentam boa sensibilidade,
embora reagdes cruzadas possam ocorrer com antigenos de outras doengas. A falta
de um antigeno eficaz para diagnosticar a LT, aliada a baixa titulagao de anticorpos
sorologicos desta doenga, compromete a sensibilidade do teste (Kalter, 1994,
Cataldo et al., 2010; Goto; Lindoso, 2010). Dada a crescente necessidade de
aprimorar os parametros nos testes de imunodeteccao de anticorpos anti-leishmania,
a implementacao de estratégias inovadoras, como a abordagem imunoprotedmica e
a bioinformatica, oferecem a oportunidade de identificar marcadores antigénicos
mais eficazes para o diagnéstico da LT (Ludolf; Ramos; Coelho, 2023). Além desses
antigenos reduzirem significativamente as chances de reatividade cruzada com
outros tripanossomatideos nos testes, o uso de proteinas recombinantes e o
desenvolvimento de peptideos sintéticos derivados de epitopos lineares demonstram
vantagens notaveis em termos de custo-beneficio, praticidade e aplicabilidade (Noya
et al., 2003; Maia; Campino, 2008).

Outra questdo esta associada ao tipo de amostra bioldgica empregada nos
ensaios imunoldgicos. Embora o soro seja a escolha mais comum para essa
finalidade, a necessidade do uso de agulhas para a coleta sanguinea pode
representar uma barreira para individuos com fobia do procedimento. Ademais,
dificuldades técnicas inerentes a coleta e a exigéncia de uma infraestrutura
laboratorial para o processamento do soro sdo desafios a serem considerados
(Eamudomkarn et al., 2018; Sokolowski et al., 2010). Nesse contexto, a urina
emerge como uma amostra ndo invasiva de aplicabilidade potencial para a detec¢ao



26

de anticorpos contra a leishmaniose visceral e outras diversas doencas
infectocontagiosas (Nagaoka et al., 2021). Adicionalmente, a urina destaca-se por
sua facil coleta e armazenamento, dispensando a necessidade de equipamentos
laboratoriais para o processamento, enquanto o0 manuseio apresenta baixo risco de
infeccbes acidentais (Decramer et al., 2008; Eamudomkarn et al., 2018; Asfaram et
al., 2018).

Assim, visando superar as atuais limitagdes nos métodos de diagnodstico da
LT, busca-se uma estratégia alternativa que reuna distintas caracteristicas, tais
como nao invasiva, precisa e viavel. Dessa forma, no presente estudo, a forma
recombinante da proteina Fator de Iniciacdo Eucariético 5a (elF5A) de Leishmania
spp., previamente identificada por meio de imunoprotedmica (Duarte et al., 2015), e
o peptideo sintético de um de seus epitopos especificos de linfécitos B, aqui
identificados por estudos de bioinformatica, foram avaliados como antigenos
promissores para o diagnostico imunoldégico ndo invasivo da leishmaniose

tegumentar, utilizando amostras de urina dos pacientes em ELISA indireta.



27

REVISAO BIBLIOGRAFICA



28

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 EPIDEMIOLOGIA DA LEISHMANIOSE TEGUMENTAR

As leishmanioses pertencem ao grupo de Doengas Tropicais Negligenciadas
(DTN), caracterizado por um agrupamento de 20 doengas predominantes nas
regides tropicais que recebem pouca atencédo de entidades de saude e afetam, em
sua maioria, comunidades marginalizadas. Segundo a Organizagdo Mundial de
Saude (OMS), 1 bilhdo de pessoas vivem em areas endémicas para a doencga,
elevando o risco de infecgado diante da exposicao (PAHO,2016; WHO, 2023a). A
endemicidade das leishmanioses é notificada em mais de 90 paises estando
associadas a mudangas ambientais e determinantes sociais de saude das
populag¢des acometidas (WHO, 2023a).

Countries reporting imported CL cases, 2022 Number of new CL cases, 2022

Egypt - 200 Gesmany <7 [ 0 cases reported

Switzerland - 28 Qatar -7

Belgium - 27 China - 3 [ <100

United Arab Emirates - 25 Italy - 3 [ 100-999 [ No autochthonous cases reported
Solormie’= 22 Bolhie=1 I 1000-4999 [ No data

Sweden - 14
Il >5000 ] Not applicable

Figura 1 - Status mundial de endemicidade da leishmaniose cutanea, 2022. Adaptado de WHO
(2023c).

A leishmaniose tegumentar (LT) € a forma mais prevalente desta doenga,
estimando-se 0,7—1 milh&o de casos anuais em todo o mundo, entretanto, somente
200.000 casos sao reportados para a Sistema Regional de Informagbes sobre
Leishmanioses (SisLeish). Segundo a OMS, 90% destes casos ocorrem no

Afeganistao, Paquistdo, Siria, Arabia Saudita, Argélia, Ira, Brasil e Peru (Figura 1)
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(Burza et al., 2018; WHO, 2023b; WHO 2023c). Nas Américas, o Brasil corresponde
a 39% dos casos de LT, seguido por Colédmbia e Peru, correspondendo a 15.023
casos dos 37.786 casos relatados em 2021 (Figura 2) (OPAS, 2022).

Regido das Américas

Brasil

=e= América Central

Numero de casos
(milhares)

A ¥ — el I ~ =e= Cone Sul

— . . e
- México
Area andina
°

©

° - 3 °
B . s a A »
pu a a a S
,v ) A"‘ 4l‘w' .\."

Figura 2 - Numero de casos notificados de leishmaniose cutdnea, Regido das Américas, 2001-2021.
Adaptado de OPAS (2022).

No que diz respeito a apresentacgéo clinica da leishmaniose tegumentar nas
Américas, entre os 36.662 casos registrados em 2021 que detalharam o tipo
manifestacdo da doenca, 92,6% dos acometidos apresentaram a forma cutanea,
enquanto 4,5% desenvolveram a forma mucosa ou mucocutdnea (LM ou LMC). Os
paises com as maiores incidéncias de LM ou LMC incluem o Brasil (756 casos),
Peru (419 casos) e Bolivia (281 casos) (OPAS, 2022).

Segundo o Sistema de Informagao de Agravos de Notificacdo, em 2022 foram
registrados 12.878 casos de LT no Brasil. A regido Norte brasileira representa quase
metade dos casos (6.019), correspondendo a 46,74% do total, seguido das regides
Nordeste (2.965 casos, 23,02%), Centro-Oeste (1.443 casos; 11,20%), Sudeste
(1141 casos; 8,86%) e Sul (117 casos; 0,91%) (Figura 3). Dentre os casos
registrados, 1.193 tiveram a Unidade Federativa ignorada. As regides Sul e Sudeste
apresentam os maiores indices de LM entre os casos de LT, sendo de 21,3% e
14,4% dos casos de 2022, respectivamente (BRASIL, 2023a).

== Caribe de lingua ndo latina
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Figura 3 - Casos de leishmaniose tegumentar por UF de infec¢ao, Brasil, 2022. Fonte: BRASIL, 2022

O Estado de Minas Gerais possui 0 maior numero de casos de LT da regido
Sudeste. Dos 1.142 casos confirmados no estado em 2022, 1.000 correspondem a
forma clinica cutanea e 142 a forma mucosa (BRASIL, 2023b). Macrorregido de
Saude Norte apresenta o maior numero de casos de LT (401), sendo 306 casos

manifestando a forma clinica cutdnea e 39 casos com manifestagcdo mucosa (Fig.
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Figura 4 - Casos confirmados por Forma Clinica segundo Macrorregiao de Saude de notificagéo -
Minas Gerais, 2022. Fonte: DataSus
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2.2 ETIOLOGIA DA LEISHMANIOSE TEGUMENTAR

As leishmanioses sdo enfermidades causadas por parasitos protozoarios
pertencentes ao género Leishmania, que compreende cerca de 30 espécies, sendo
mais de 20 patogénicas para os seres humanos (Ashford, 2000). Esses parasitos
estdo classificados no Sub-Reino Protozoa, Filo Sarcomastigophora, Ordem
Kinetoplastida e Familia Trypanosomatidae. Essas varias espécies se subdividem
em dois subgéneros: Leishmania, que completa seu ciclo de desenvolvimento no
intestino médio e anterior dos flebotomineos, e Viannia, que passa por uma fase
adicional de desenvolvimento no intestino posterior desses insetos (Cupollilo et al.,
2000).

No continente americano, foram identificadas 15 espécies de Leishmania que
apresentam tropismo por diferentes formas da doencga, incluindo visceral, cutanea e
mucosa (PAHO, 2019). No Brasil, foram identificadas sete espécies dermotropicas
capazes de causar a doenga em seres humanos, sendo seis do subgénero Viannia e
uma do subgénero Leishmania (Figura 5). As trés principais espécies sdo: L. (V.)
braziliensis, predominante em todas as unidades federativas, L. (L.) amazonensis e
L. (V.) guyanensis. Outras espécies também foram identificadas em estados das
regides Norte e Nordeste, tais quais: L. (V.) lainsoni, L. (V.) naiffi, L. (V.) lindenberg e
L. (V.) shawi (Alvar et al. 2012; BRASIL, 2017).

B L (V) braziliensis
B (V) lainsoni

L (V) naffi 2 :
. L (V) shawi i
M L (v)guyanensis ).\\‘T}
[ L (L)amazonensis 4

/
B L (v)lindenberg I g?

Figura 5 - Distribuicdo de espécies de Leishmania responsaveis pela transmissao da leishmaniose
tegumentar americana, Brasil - 2005. Fonte: BRASIL, 2017.
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Os vetores transmissores da LT s&o denominados flebotomineos, insetos da
Ordem Diptera, Familia Psychodidae, Sub-Familia Phlebotominae, pertencentes aos
géneros Phlebotomus, em paises do Velho Mundo e Lutzomyia nas Américas. Esses
pequenos insetos, com cerca de 5mm, podem ser conhecidos popularmente no
Brasil como mosquito-palha, tatuquira, birigui, asa branca, entre outros nomes
(BRASIL 2017, PAHO, 2019). A transmissao para hospedeiros mamiferos ocorre
quando as flebotomineos fémeas infectadas pela Leishmania dermotropica realizam
o repasto sanguineo (Grimaldi; Tesh 1993; Bates, 2007).

Os reservatorios desta doenga contemplam animais vertebrados que mantém
a circulacao do parasito, possibilitando a infecgdo dos vetores e, assim, assegurando
a continuidade do ciclo de transmissdo. No Novo Mundo, as leishmanioses s&o
principalmente zoonoses, ou seja, a infecgdo prevalece em mamiferos silvestres,
sinantropicos e domeésticos. Nao obstante, os humanos desempenham o papel
principal como reservatérios quando infectados por algumas espécies de Leishmania
no Velho Mundo (Desjeux, 1992; PAHO, 2019).

A maioria dos reservatorios sdo espécies silvestres, entretanto, devido as
modificagdes de seu habitat pelo homem, sua adaptacdo ao ambiente domiciliar e
peridomiciliar tem sido comum. Os reservatérios identificados incluem marsupiais,
carnivoros, roedores, edentados e primatas. Na area urbana, os canideos, felideos e
equideos sdo as principais fontes de manutencao do parasito (Forattini et al., 1973;
Roque; Jansen, 2014). Diante disso, o cenario de desmatamento, associado a
construgdo de estradas, areas industriais e urbanas em regides anteriormente
arborizadas, contribuem para a formacdo do ambiente ideal para proliferacdo dos
vetores e sua adaptacdo a ambientes urbanos e periurbanos, aumentando
substancialmente a exposicdo de animais e humanos ao risco de infecgcdo e

perpetuacao da transmissao (PAHO, 2016).

2.3 CICLO BIOLOGICO DAS Leishmania spp.

A Leishmania apresenta duas formas estruturais distintas para realizar seu
ciclo de vida: a forma promastigota e a forma amastigota (Figura 6). As
promastigotas, podem ser identificadas no intestino do vetor transmissor, sendo
considerada a forma infectante da doenca. Ja as amastigotas, sdo parasitos
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intracelulares obrigatérios que podem ser encontrados no citoplasma de células do
Sistema Fagocitario Mononuclear (SFM) do hospedeiro vertebrado, frequentemente
em monaocitos, macrofagos e células dendriticas da pele (Ashford, 2000; Burchmore;
Barrett, 2001; Sacks; Kamhawi, 2001).
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Figura 6 - Leishmania promastigotas livres (A); Leishmania amastigota, indicada por setas pretas no

citoplasma de macréfagos (B). Fonte: PAHO, 2019.

Quanto a morfologia, as promastigotas se caracterizam por sua forma
alongada, apresentando um cinetoplasto terminal, regido onde concentra-se o DNA
mitocondrial, posicionado entre o nucleo central e a porgao anterior do protozoario.
Além disso, possuem um flagelo que confere mobilidade e habilidade de fixagao. Por
outro lado, as amastigotas sdo de forma arredondada ou fusiforme, contendo um
nucleo, um cinetoplasto alongado e uma bolsa com rudimentos de um flagelo (Figura
7) (Grimaldi; Tesh, 1993; Ashford, 2000; Sacks; Kamhawi, 2001).

Flagelo

Bolsa flagelar

Flagelo
rudimentar

Figura 7 - Morfologia simplificada das formas promastigota (A) e amastigota (B) de Leishmania spp.
Fonte: Adaptado de BATES, 2007.

A multiplicagao intracelular da amastigota ocorre por meio de divisdo binaria
em vacuolos parasitoforos (fagolisossomas) induzidos em células do sistema
reticuloendotelial do hospedeiro vertebrado. Ja no intestino dos flebotomineos, apos
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as células infectadas serem ingeridas durante o repasto sanguineo, as amastigotas
diferenciam-se em promastigotas, a fim de proliferar a sua forma infectante.
Portanto, é possivel descrever o ciclo biologico deste parasita como heteroxeno,
uma vez que se desenvolve alternadamente em hospedeiros vertebrados e insetos
vetores (Ashford, 2000; Raj et al., 2020; CDC, 2023). Na figura 8 & possivel observar

o ciclo biolégico completo da Leishmania sp.

Estagio no Flebotomineo Estagio no Humano
O flebotomineo infectado .
o realiza o repasto sanguineo Promastigotas sdo
(injeta a forma promastigota e fagocitadas por células
Divide-se no intestino e na pele) mononucleares
e migra para a probésciw ? ‘ \
\% 7 Promastigotas transformam-se

em amastigotas
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Figura 8. Ciclo bioldgico das Leishmania spp. (1) O ciclo biolégico inicia quando a flebotomineo fémea
infectada, durante a picada, inocula o parasito em seu estagio promastigota metaciclica pela
probdéscide enquanto realiza o repasto sanguineo; (2) As formas promastigotas depositadas no local
da picada séo fagocitadas por células do SFM; (3) Dentro dessas células, as formas promastigotas
diferenciam-se em amastigotas, que se multiplicam por divisdo simples (4); ap6s a lise da célula
hospedeira com liberagdo das amastigotas, outras células do SFM sao infectadas; (5) os
flebotomineos, por sua vez, tornam-se infectados quando ingerem essas células infectadas durante o
repasto sanguineo; (6) no sistema digestivo do flebotomineo, as formas amastigotas seréo liberadas
das células hospedeiras; (7) as amastigotas diferenciam-se em promastigotas e migram para a

probdscide, reiniciando assim o ciclo de transmisséo. Fonte: Adaptado de CDC, 2023.
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2.4 MANIFESTAGOES CLINICAS DA LEISHMANIOSE TEGUMENTAR

As leishmanioses podem apresentar diferentes quadros clinicos que
dependem, principalmente, da espécie infectante do parasito e do estado
imunoldgico do hospedeiro infectado (Herwaldt, 1999; Nakamura et al., 2006). Do
ponto de vista clinico, e considerando a diversidade e complexidade biolégica do
parasito, dos vetores e dos hospedeiros vertebrados, a leishmaniose tegumentar é
classificada de acordo com o carater espectral das manifestacbes clinicas
apresentadas, como as formas cutanea (LC), cutaneo-difusa (LCD) e mucosa ou
muco-cutanea (LM) (Grimaldi; Tesh, 1993; WHO, 2023a).

A LC é caracterizada pela manifestagdo de papulas e nédulos unicos ou
multiplos em areas expostas do corpo no local da picada do flebotomineo, as quais
podem evoluir progressivamente para ulceras indolores ao longo de 2 semanas a 2
meses. A manifestacdo mais comum, a forma cutanea localizada, possui tendéncia a
cura espontanea e boa resposta ao tratamento. Ja a forma disseminada ¢é rara e se
caracteriza pela ocorréncia de multiplas lesdes papulares que surgem em locais
distantes da picada inicial, possivelmente devido a disseminag¢ao do parasito através
da corrente sanguinea ou do sistema linfatico (Torres-Guerrero et al., 2017; BRASIL,
2017).

As Ulceras classicas, quando nao infectadas por patdégenos secundarios,
possuem um formato arredondado, com base eritematosa, bordas bem delimitadas,
elevadas ou espessas, com leito de ferida apresentando tecido de granulagdo de
aparéncia friavel ou desvitalizado, com comum formacdo de crosta sob a leséo
(Torres-Guerrero et al., 2017; PAHO, 2019; BRASIL, 2017). No Brasil, os agentes
etioloégicos responsaveis pelas distintas manifestagbes da LC sdo comumente
associados a L. braziliensis, L. amazonensis e a L. guyanensis (Marzochi; Marzochi,
1994; BRASIL, 2017).

A LCD é uma forma rara e grave da doenga que se manifesta em individuos
com anergia ou com uma deficiéncia especifica na resposta imunoldgica celular a
Leishmania, o que impede o hospedeiro de reagir de forma apropriada a infecgao.
As lesbes predominam na forma de nédulos nao ulcerados de progressao gradual,
com carga parasitaria elevada. Essas lesbées disseminam-se a partir do ponto inicial
da infeccdo e podem abranger a totalidade do corpo do paciente (Reithinger et al.,
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2007). Além de baixas chances de cura espontanea, a resposta ao tratamento é
geralmente ineficaz, frequentemente também resultando em recidivas. No Brasil,
essa variante é causada pela L. amazonensis e L. braziliensis (Torres-Guerrero et
al., 2017; PAHO, 2019; BRASIL, 2017).

A forma classica de manifestacdo da LM pode tornar-se consequéncia
secundaria a lesdes cutaneas causadas por algumas espécies de Leishmania,
caracterizando-se por lesbdes destrutivas que afetam parcial ou totalmente as
cartilagens e mucosas das vias aéreas superiores, boca e faringe. A destruicao
tecidual é caracterizada por inflamacao intensa, embora a carga parasitaria seja
baixa. Esse tipo de leishmaniose representa uma complicacdo resultante da
disseminagao do parasito via hematogénica ou linfatica ao longo de meses ou anos
a partir de uma lesao cutanea distante. Mais raramente, pode ocorrer por extensao
direta das lesdes cutdneas para as mucosas da face ou devido a picada direta do
vetor na mucosa (PAHO, 2019). E comum que individuos acometidos relatem
sintomas como obstrugdo nasal, eliminagdo de crostas, epistaxe, disfagia,
odinofagia, rouquiddo, dispneia e tosse. No exame da mucosa, podem ser
observados sinais como eritema, infiltragao, crostas, pontos sanguinolentos, erosao
e ulceragdo com um fundo granulomatoso (Torres-Guerrero et al., 2017; BRASIL,
2017).

No Brasil, o parasito mais frequentemente envolvido na LM é a L. braziliensis,
mas também ha casos menos expressivos produzidos por outras espécies, como a
L. guyanensis (Torres-Guerrero et al., 2017; PAHO, 2019). A migracdo de L.
braziliensis do sitio cutdneo primario da infeccdo até as mucosas nao €& bem
compreendida devido a mecanismos ainda desconhecidos. Alguns poucos estudos
sugerem que a disseminacg&o do parasito para outras regides do corpo podem estar
relacionada a migracdo de macréfagos infectados apds a exposi¢cao (Camera et al.,
2006; Alves-Ferreira et al., 2015).

Diante dessas manifesta¢des, ainda que apenas 1% dos casos evolua para
obito, os individuos acometidos pelo amplo espectro das afecg¢des clinicas da LT
podem se tornar suscetiveis a infecgdbes secundarias severas diante da
vulnerabilidade da barreira epitelial e mucosa (BRASIL, 2017). Além das implicagbes
biolégicas, € essencial considerar os prejuizos nos aspectos psicossociais. A

formacdo de cicatrizes extensas em areas visiveis do corpo e deformidades
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resultantes da destruicdo parcial ou total da pele e mucosas podem resultar em
discriminagao, estigmatizacao e isolamento social desses individuos pela sociedade
em que estdo inseridos, acarretando a eles consequéncias adversas para sua saude
mental e bem-estar financeiro diante do afastamento ocupacional (Bailey et al.,
2017; WHO, 2018).

2.5 DIAGNOSTICO DA LEISHMANIOSE TEGUMENTAR HUMANA

Diante deste problema de saude publica, agéncias internacionais
especializadas em saude como a OMS e OPAS, tém prestado apoio aos paises
endémicos fortalecendo as iniciativas de vigildancia e controle de doencgas
negligenciadas, incluindo o incentivo a ampliacdo de centros diagndsticos e
testagem da populacéo para leishmanioses (OPAS, 2019). O diagndstico precoce e
manejo eficaz podem diminuir a ocorréncia de formas graves da doenca, prevenindo
incapacidades severas e Obitos (Handler et al., 2015).

O diagnostico diferencial da LT impde um desafio significativo aos
profissionais de saude. Além da pouca familiaridade de muitos médicos com essa
doenca, a enfermidade também apresenta a capacidade de mimetizar clinicamente
outras doencgas infecciosas € uma ampla variedade de condigdes malignas. As
diversas apresentagdes clinicas da LT, aliadas a uma extensa lista de doencgas
confundidoras, especialmente condicbes granulomatosas como
paracoccidioidomicose, esporotricose, cromomicose, tuberculose cutanea, e
canceres de pele como carcinoma basocelular e carcinoma espinocelular, podem
tornar o diagnostico da LT um processo desafiador (Bayle; Lockwood, 2007; Handler
et al., 2015; BRASIL, 2017; Tirelli et al., 2017).

Na investigacdo clinica de suspeita de Leishmaniose Tegumentar, o
diagnostico presuntivo inicial é estabelecido considerando critérios clinico-
epidemiologicos. Embora a anamnese médica permita fortemente indicar a
possibilidade da doenga por meio de achados clinicos (sinais e sintomas), historico
de exposig¢ao prévia, confirmacao de residéncia ou viagem a areas endémicas, e/ou
a presencga de picadas de flebotomineos, o diagnéstico é respaldado apenas pela
identificacdo direta ou indireta do parasito (Handler et al., 2015). Nesse sentido,

ainda ndo ha uma ferramenta diagndstica universal de padrdo-ouro para a
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leishmaniose tegumentar o que implica a necessidade de utilizar uma combinagao
de diferentes métodos laboratoriais para obter resultados precisos (Vega-Lépez,
2003; BRASIL, 2017).

2.5.1 Diagnéstico Parasitolégico

O diagnostico parasitolégico direto € um dos principais e mais classicos
meétodos, uma vez que envolve a pesquisa e visualizagdo de amastigotas utilizando
microscopia 6ptica. E realizado por meio do exame de amostras coletadas de forma
invasiva por meio de esfregaco, escarificagdo ou biopsia da borda da lesdo com
posterior impressdo do fragmento cutdneo em uma lamina por aposigao (imprint),
que sao submetidos a coloragcado de Giemsa (Vega-Lopez, 2003; de VRIES et al.,
2015; BRASIL, 2017).

Apesar do baixo custo da técnica, a sensibilidade desse método € limitada,
uma vez que requer a analise de um profissional experiente e, frequentemente, os
casos de LC apresentam uma carga parasitaria bastante reduzida no tecido,
dificultando as chances de visualizagdo do parasito. Nesse contexto, ha
aproximadamente 50-70% de acuracia no Velho Mundo e ainda mais reduzida, cerca
de 15-30%, no Novo Mundo, onde casos cronicos e leishmaniose mucocutanea séao
frequentes (Vega-Lopez, 2003; Goto; Lindoso, 2012).

Além desse método, a analise histopatologica também possibilita a detec¢ao
de amastigotas em amostras de borda de les&o ativa, as quais sao posteriormente
parafinadas e coradas com hematoxilina-eosina para visualizacdo. A sensibilidade
pode variar de 30% a 60%, dependendo de fatores como o tempo de evolugao, o
aspecto macroscoépico da lesdo, a qualidade da amostra tecidual e o estado
imunoldgico do paciente (Magalhaes, et al. 1986; Vega-Lopez, 2003).

Além deste meétodo, também €& possivel cultivar amostras de bidpsia e
aspirado de lesdo em meio Novy-MacNeal-Nicolle (NNN), meio Liver Infusion
Triptose (LIT) ou meio Schneider. Todavia, a capacidade de crescimento da
promastigota em cultura é variavel, exigindo instalagdes laboratoriais e controle
severo de contaminantes. Ademais, sdo necessarios cerca de uma semana a 10

dias para obter um rendimento satisfatério de promastigotas. Casos crénicos e baixa



39

carga parasitaria diminuem ainda mais a sensibilidade diagndstica, portanto sao
raramente utilizados (Faber et al. 2003; Vega-Lépez, 2003; BRASIL, 2017).

2.5.2 Diagnéstico Molecular

Quanto aos métodos moleculares, a Reagao em Cadeia da Polimerase (PCR)
permite amplificar o DNA da Leishmania presente em bidpsias de lesdes, oferecendo
vantagens como detecgdo em amostras com baixa carga parasitaria, alta
sensibilidade e especificidade, além da capacidade de caracterizagédo de género e
espécie do protozoario (Reithinger et al., 2007; Neitzke-Abreu et al., 2013).

Uma revisao sistematica analisou a acuracia diagnostica de diferentes
técnicas baseadas em PCR, incluindo PCR convencional, PCR em tempo real (real-
time PCR), amplificacdo isotérmica mediada por alga (LAMP), amplificagdo por
recombinase (RPA) e PCR especifica para polimorfismos (PS-PCR) (Mesa et al.,
2020). As sensibilidades variaram entre 61% e 100%, enquanto as especificidades
oscilaram entre 11% e 100%. A analise agrupada revelou sensibilidade e
especificidade elevadas para PCR aplicada a amostras de esfregaco, sendo 0,95 (IC
95%: 0,90-0,98) e 0,91 (IC 95%: 0,70-0,98), respectivamente. Em contraste,
amostras mais invasivas, como aspirados, bidépsias de pele e swabs, apresentaram
valores ligeiramente inferiores: sensibilidade de 0,90 (IC 95%: 0,80-0,95) e
especificidade de 0,87 (IC 95%: 0,76-0,94). Nos estudos com recrutamento
consecutivo, a especificidade foi ainda menor (0,88; IC 95%: 0,59-0,98), com maior
variabilidade nos resultados.

No entanto, devido ao maior custo de aplicagdo em comparacéo aos métodos
parasitologicos tradicionais, bem como a exigéncia de infraestrutura especializada e
pessoal tecnicamente qualificado, o uso da PCR na rotina laboratorial ainda é
limitado. Essa limitacdo € especialmente evidente em regides endémicas, onde sua
aplicacdo costuma se restringir a centros de referéncia localizados em cidades de
maior porte. Além disso, a qualidade do material coletado e do processamento da
amostra podem interferir significativamente no resultado da PCR (Vega-Lopez, 2003;
Goto; Lindoso, 2010; BRASIL, 2017).

Com o objetivo de aprimorar a precisdo analitica da PCR convencional,
alguns laboratorios tém adotado a técnica de PCR quantitativa em tempo real
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(qPCR) para quantificagdo de DNA do cinetoplasto (KDNA) ou DNA ribossémico
(rDNA) da Leishmania. Essa abordagem destaca-se pela rapidez na obtencéo de
resultados, necessidade da presenga de pouco material genético na amostra, ampla
faixa dinamica para a quantificagdo de alvos de DNA e pela redugéo significativa na
contaminagao cruzada, devido a eliminacdo da necessidade de manipular os
produtos de PCR para realizar a eletroforese em gel (Sevilha-Santos et al., 2019;
Moreira et al., 2018).

A técnica depende da analise do sinal fluorescente produzido durante a
amplificagdo, que pode ser gerado usando corantes fluorescentes intercalados ou
sondas fluorescentes. Apesar de seu potencial, a aplicacio clinica rotineira ainda é
limitada devido ao alto custo associado aos equipamentos e reagentes. Esse desafio
financeiro constitui uma barreira significativa, restringindo, assim, a adog¢ao

generalizada dessa técnica além do ambito da pesquisa (Galluzzi et al., 2018).

2.5.3 Diagnéstico Imunolégico

O imunodiagndstico da Leishmaniose Tegumentar baseia-se principalmente
na detecgdo anticorpos anti-Leishmania, especialmente do tipo IgG, presentes em
amostras de soro por meio de Ensaios de Imunoabsor¢do Enzimatica (ELISA),
Reagdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) e o Western Blot (De BRITO et al,,
2020; REIMAO et al., 2020). Embora sejam métodos pertinentes e economicamente
mais acessiveis em comparagao ao diagndstico molecular, sua adogao ainda nao é
amplamente difundida na pratica clinica rotineira da LT, devido a variabilidade na
eficacia dessas abordagens. Esta variabilidade é principalmente atribuida a
diversidade da resposta humoral do hospedeiro, bem como a escolha do antigeno
utilizado para a conducgao do teste (Goto; Lindoso, 2012; Gomes et al. 2014).

Considerando a resposta humoral, a produgédo de IgG anti-Leishmania em
pacientes com LC localizada ou em imunossuprimidos pode ser mais fraca, portanto,
€ comum ser observado baixa titulagdo de anticorpos e, por consequéncia, casos de
falso-negativos em testes menos sensiveis. Por outro lado, para lesbes crénicas
associadas as formas mucosas, disseminada e recidiva, a sensibilidade dessas
técnicas pode ser significativamente maior devido a alta titulagdo de anticorpos

séricos. Além disso, em areas endémicas, € possivel a ocorréncia de resultados
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falso-positivos em populagdes assintomaticas, o que acrescenta uma camada de
complexidade ao processo diagnostico e evidencia a necessidade de
desenvolvimento de melhores antigenos (Kar, 1995; Goto; Lindoso, 2010; Goto;
Lindoso, 2012; de Vries, 2015).

Nesse sentido, a eficacia desses métodos esta intrinsecamente ligada ao tipo,
origem e pureza do antigeno empregado. O uso de antigenos como lisados totais do
parasito ou promastigotas inteiras, como o extrato soluvel de Leishmania (SLA),
podem comprometer a especificidade do diagndstico, uma vez que compartilham
epitopos de reacdo cruzada com outros microrganismos, particularmente
Trypanosoma spp., Mycobacterium spp., Plasmodium spp. e Schistosoma spp. (Kar,
1995; Goto; Lindoso, 2010; Aronson et al., 2017). A homologia das sequéncias
proteicas entre as espécies possibilita que os anticorpos desenvolvidos apds o
contato com um desses parasitos sejam capazes de interagir com proteinas
similares provenientes de outra espécie (Cervantes-Landin et al., 2014). Portanto, a
incorporagdo de preparagdes que envolvam antigenos purificados ou antigenos
recombinantes de Leishmania para fins de diagnostico sorologico podem melhorar
sua especificidade (de Paiva-Cavalcanti et al., 2015; de Vries 2015).

Por fim, é relevante mencionar a utilidade da Intradermorreacdao de
Montenegro (IDRM) como uma técnica de triagem amplamente reconhecida no
diagnostico imunologico LT. Introduzida por Montenegro em 1926, essa abordagem
destacou-se pela sua aplicabilidade clinica favoravel e custo acessivel, tornando-se
uma escolha pratica e eficaz no cenario clinico local (Montenegro, 1926; BRASIL,
2017). Neste teste cutaneo, a resposta imune celular € avaliada por meio de
enduracgao da pele 48 a 72 horas ap0s a inoculagao de antigeno, sendo considerado
um diagnostico imunologico de hipersensibilidade tardia. O endurecimento dérmico
local é avaliado e considerado positivo quando maior que 5 mm (Goto; Lindoso,
2012).

A sensibilidade da IDRM varia de 86,4% a 100% em pacientes que
apresentam a forma cutanea. No entanto, em areas endémicas, resultados positivos
podem ser observados em 20% a 30% dos casos assintomaticos, pode também ser
associado a episoédios anteriores de leishmaniose ou exposicdo subclinica ao
parasito. Além disso, pacientes com LM frequentemente apresentam reacdes

exacerbadas, caracterizadas por extensa enduracdo, presenca de vesiculas no
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centro da reagao, e a possibilidade de ulceragao e necrose local (Antonio et al. 2014;
Pinheiro et al., 2020, BRASIL, 2017). No Brasil, a produgdo do antigeno foi
descontinuada em 2017, uma vez que o de Centro de Producido e Pesquisa de
Imunobioldgicos (CPPI) do Parana nao foi capaz de adequar-se as novas regulagbes
de infraestrutura estabelecidas pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) (Braz, 2019).

2.6. AMOSTRAS BIOLOGICAS NAO INVASIVAS

Visando a coleta de amostras bioldgicas para a detecgdo de parasitos,
antigenos e anticorpos, o diagndstico das leishmanioses € predominantemente
fundamentado na aplicagdo de métodos invasivos. Dentre esses métodos, destaca-
se a utilizacado de técnicas como puncgdes periféricas, raspagens e bidpsias de pele e
mucosas para o diagndstico da leishmaniose tegumentar. No caso da leishmaniose
visceral, ainda se incluem aspirados de bago, figado, medula 6ssea ou ganglios
linfaticos, os quais apresentam risco importante de sangramento, dor e infec¢des
bacterianas e fungicas secundarias (Taslimi et al., 2017; de Brito et al. 2020; Sereno
et al., 2020). Dentre esses, a pungao periférica € a menos invasiva e amplamente
utilizada na area de pesquisa dada a importancia do soro e plasma como amostras
biolégicas essenciais para a busca de anticorpos e novos biomarcadores para o
imunodiagnostico.

Apesar do soro ser a amostra mais convencional para testes imunoldgicos,
sua coleta pode representar um desafio em comunidades remotas ou com acesso
restrito a saude. Isso se deve nao apenas a dificuldade de alcance dessas areas,
mas também a escassez de recursos financeiros e infraestrutura. Muitos desses
locais deparam-se com limitagdes na obtencdo de equipamentos, na disponibilidade
de flebotomistas para a coleta e na presenca de profissionais qualificados para o
processamento adequado das amostras (Eamudomkarn et al., 2018; CDC, 2022).
Além disso, devido a dificuldades técnicas inerentes a coleta e diversas
particularidades dos pacientes, o procedimento de coleta sanguinea pode ser uma
experiéncia desconfortavel. A fobia de agulhas afeta cerca de 10% da populagao
mundial, sendo ainda mais prevalente em criancas, levantando a recusa de

procedimentos diante do medo (Sokolowski et al. 2010; McLenon; Rogers, 2018).
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Perante a necessidade do desenvolvimento de métodos diagndsticos nao
invasivos, a utilizacdo de secrecbes e fluidos corporais emerge como uma
perspectiva promissora, viabilizando aplicagcbes clinicas eficazes para diversas
doencas e potencialmente integraveis a dispositivos Point-of-Care (POC) (Ates et al.,
2021). Uma recente revisao sistematica oferece evidéncias sobre o uso de amostras
biolégicas ndo invasivas na detecgao e diagnostico de infecgdes causadas por
parasitos Trypanosomatidae. Ao avaliar a aplicagdo dessas amostras para diversas
formas da leishmaniose humana, destacam-se as possibilidades de identificacdo da
presenga de: parasitos em fezes, saliva, humor aquoso, esfregago conjuntival e
urina; material genético de Leishmania na saliva, swab oral, secre¢do nasal e urina;
antigenos na saliva e urina; e anticorpos em saliva, escarro e urina (Sereno et al.,
2020). Nessa revisao, a urina destaca-se como o fluido corporal mais estudado no
diagndstico de leishmanioses.

Ha inumeras vantagens na utilizagdo de amostras de urina para aplicagao em
testes diagndsticos e estudos epidemioldgicos. Primeiro, em condi¢des normais de
saude, a urina pode ser colhida de modo ndo invasivo, facil e em grande volume,
sendo atraumatico e menos desconfortavel para criancas e individuos com fobias.
Segundo, é de baixo custo de coleta e processamento, ndo sendo necessario 0 uso
de dispositivos hospitalares complexos, perfurocortantes ou profissionais de saude
especializados. As amostras de urina podem ser colhidas pelos proprios pacientes
instruidos, cuidadores, agentes comunitarios de saude e qualquer profissional de
saude utilizando um coletor universal estéril oferecido pelo estabelecimento de
saude ou pela coordenacido da pesquisa. Por fim, é de facil armazenamento, sem
necessidade de equipamentos laboratoriais para o processamento, além do
manuseio apresentar baixo risco de infecgées acidentais (Decramer et al., 2008;
Eamudomkarn et al., 2018; Asfaram et al., 2018, Nagaoka et al., 2021).

2.6.1. Urina na detecgao de imunoglobulinas

A urina é um fluido gerado pelos rins, resultando em um liquido que contém
informacgdes bioldgicas diretamente derivadas do sangue. Durante esse processo, o
glomérulo atua na filtragem do plasma, gerando a chamada urina primitiva, enquanto

o tubulo renal tem a fungdo de reabsorver a maior parte dessa urina inicial. A urina
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resultante é entdo conduzida dos rins para a bexiga através dos ureteres, onde é
armazenada antes de ser eliminada posteriormente (Decramer et al., 2008; Dantzler;
2016; Tasoglu, 2022). O processo de formagao da urina oferece um periodo
apropriado para a difusdo de metabdlitos, sais, proteinas, pigmentos e outros
analitos valiosos provenientes dos capilares sanguineos circundantes. Dessa forma,
a urina nao apenas reflete informagdes dos rins e do trato urinario, mas também
incorpora dados de 6rgdos mais distantes, obtidos no plasma por meio da filtragdo
glomerular (Decramer et al., 2008; Sereno et al., 2020; Ates et al., 2021).

A urina de um individuo saudavel contém uma quantidade significativa de
peptideos e proteinas, sendo uma rica fonte nao invasiva de potenciais
biomarcadores que ainda estdo sendo explorados pela ciéncia (Decramer et al.,
2008; Zhao, et al. 2017). As primeiras evidéncias objetivas da presenga de
imunoglobulinas na urina foram publicadas em meados da década de 50 por Boyce
e colaboradores (1954) e McGarry, junto ao seu grupo de pesquisa (1955). Segundo
Hanson e Tan (1965), anticorpos e fragmentos de anticorpos representam uma
proporg¢ao significativa das proteinas excretadas diariamente na urina.

Posteriormente, diversos autores foram capazes de caracterizar os isotipos de
imunoglobulinas presentes na urina humana: Turner e Rowe (1967) — IgG, IgA
secretora em individuos sadios; Bienenstock e Tomasi (1968) — IgG, IgA secretora
em individuos sadios; Burdon (1970; 1971) IgG, IgD, IgA e IgA secretora em
individuos sadios e IgM em pacientes com infecgdo urinaria; Kaufman, Katz e
Mclintosh (1970) — IgA e IgA secretora em pacientes com infecgao urinaria; Kuriyama
(1979) - 1gG, IgM, IgA e IgA secretora individuos sadios.

As evidéncias apresentadas pelos estudos pioneiros abriram caminho para
um extenso corpo de pesquisas no campo das doengas infecto-contagiosas. Essas
investigacbes tém consistentemente demonstrado a viabilidade do diagndstico
fundamentado na pesquisa de anticorpos na urina. Uma gama de estudos
possibilitaram a identificagdo de anticorpos para as seguintes doengas pelo método
ELISA: filariose (ltoh et al., 2001; Samad, 2013), hepatites A e C (Perry et al., 1992;
Zhang et al., 1994; Elsana et al., 1998; Joshi et al.,, 2002, Rodriguéz-Lay et al.,
2003), esquistossomose (ltoh et al., 2003; Elhag et al., 2011), dengue (ltoh et al.,
2003; Vazquez et al, 2007), estrongiloidiase (Eamudomkarn et al., 2018;
Chungkanchana et al., 2022; Wongphutorn et al., 2023), infeccdo por Helicobacter
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pylori (Gong; Li; Yuan, 2017), COVID-19 (Ludolf et al., 2022; Ramos et al., 2023a;
Ramos, Pereira, Cardoso et al., 2023b), dentre outras doencas (Nagaoka et al.,
2021). No caso das leishmanioses, os estudos dedicados a imunodetecgdo de
anticorpos urinarios até o momento contemplam somente os casos de leishmaniose
visceral humana e canina, destacando-se entre as pesquisas o Teste de Aglutinagao

Direta (DAT) e ELISA, os quais serao detalhados a seguir.

2.6.2. Urina na imunodetecg¢ao das Leishmanioses

O DAT ¢é uma técnica laboratorial utilizada para detectar semi-
quantitativamente a presenga de anticorpos em uma amostra bioldgica (Mineo, et al.
2016). Na Leishmaniose Visceral é feito ao misturar o material em diluicbes
crescentes com antigenos de L. donovani. Se a amostra contiver anticorpos
correspondentes a antigenos do parasito, ocorrera uma reagao de aglutinacao, onde
as particulas se agrupam e formam aglomerados visiveis. No estudo conduzido por
Islam et al. (2004) em humanos, foi possivel obter resultados expressivos:
sensibilidade de 90,7% e especificidade de 96,4% nas amostras de urina,
empregando o uso de IgG anti-humano como um anticorpo potencializador da
reacdo. Esses valores equiparam-se aos de ELISA utilizando urina como amostra
(93,3% e 97,3%) e do DAT tradicional com soro (91,0% de sensibilidade). Ja no
estudo de Hatam e colaboradores (2007), a sensibilidade e especificidade do DAT
baseado em urina, sem potencializador, foram de 60% e 83,9%, respectivamente,
enquanto a sensibilidade e especificidade do ELISA baseado em urina foram de
93,3% e 93,5%, respectivamente.

Em relagdo ao método ELISA, ele € empregado na busca de anticorpos
especificos em amostras biolégicas, baseando-se no principio fundamental de
interacdo antigeno-anticorpo por meio de uma reagdo enzimatica (Mineo, et al.
2016). Este método € amplamente utilizado em pesquisas de aprimoramento de
diagnostico de leishmanioses e na comparagédo de desempenho de diferentes testes
imunoldgicos (Freire et al., 2021). Nas ultimas trés décadas, a urina vem sendo
aplicada na pesquisa de anticorpos em caes e humanos com LV. No entanto, ainda
nao ha ainda estudos relacionados a pesquisa de imunoglobulinas em pacientes

com LT.
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Em cées, a ELISA de urina utilizando como antigeno a Proteina A
diagnosticou a presenga de anticorpos IgG2 anti-leishmania no trato urinario de caes
proteinuricos infectados por L. infantum, fornecendo informac¢des importantes sobre
0 progndstico de glomerulonefropatias (Solano-Gallego et al., 2003). No estudo de
Todoli et al. (2009), trinta e oito dos 64 (59,4%) cées positivos apresentaram
quantidades significativas de IgG anti-leishmania na urina. Enquanto, para IgA,
apenas 19 deles (38%) foram positivos para este isotipo. A relagcdo entre altos
indices de proteinuria e a presenga destes isotipos de imunoglobulinas sugerem que
a determinagédo de IgG e IgA pode ser usada como uma ferramenta prognéstica
mais especifica em cdes com leishmaniose que sofrem de danos renais mais
graves. Embora os resultados corroborem, ambos os estudos apresentam limitagdes
e exigem maior robustez de dados.

Em humanos, ao buscar IgG na urina de pacientes com LV utilizando
antigeno de promastigota de L. donovani tratado com acetona, os resultados de
Islam et al. (2002) revelaram uma sensibilidade e especificidade de 95,0% e 95,3%,
respectivamente. Em contraste, os isotipos IgA e IgM exibiram sensibilidades mais
baixas, com 37,8% para IgA e 66,7% para IgM. Em 2012, o mesmo autor, diante do
alto desempenho de uma ELISA que detecta IgG na urina usando o antigeno
rKRP42 para o diagndstico de LV, propbde a aplicacédo do teste em populagdes
assintomaticas de areas endémicas. Isso se deve aos elevados titulos urinarios de
IgG (= 1.000 U) encontrados em alguns individuos, os quais podem antecipar casos
clinicos potenciais de LV, possibilitando a identificagdo precoce de surtos (Islam et
al. 2012).

Na avaliagdo de antigenos variados por Ghosh e colaboradores (2016), as
proteinas recombinantes rK39, rK28 e rKRP42, derivadas de L. chagasi, exibiram, na
ELISA de urina, sensibilidades de 94,3%, 95,4% e 90,8%, respectivamente. Entre
elas, rk28 e rKRP42 demonstraram a mesma especificidade (96,3%), enquanto rK39
apresentou uma especificidade ligeiramente superior, atingindo 97,5%.

No estudo de Ejazi e equipe (2016) utilizando SLA de L. donovani, os
resultados mostraram-se bastante promissores quando utilizado urina, uma vez que
a ELISA apresentou 100% de especificidade e sensibilidades de 97,94%, além do
alto potencial diagnostico apresentado quando este antigeno foi aplicado a testes
imunocromatografico posteriores (Ejazi et al, 2016; 2021). Embora tenha
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apresentado resultados potenciais, o SLA de L. donovani ainda esta sujeito a
limitagdes de reatividade cruzada intrinsecas ao préprio antigeno, o qual nao foi
testado no estudo citado.

Ademais, pesquisas recentes destacaram o antigeno recombinante RDK2
de Leishmania donovani como uma ferramenta diagndstica altamente promissora
para a leishmaniose visceral. Utilizando amostras de urina para a detecg¢ao de IgG, o
teste apresentou sensibilidade de 93,8% e especificidade de 85,7%. J& em amostras
de soro, a sensibilidade foi de 78% e a especificidade de 86,67%, quando
comparadas a controles saudaveis e individuos com outras doengas (Bhattacharyya
et al., 2022).

Embora a concentragdo de anticorpos na urina seja apenas cerca de 1/4.000
a 1/10.000 daquele presente no soro (Nagaoka et al., 2021), destaca-se o vasto
potencial de tais ferramentas diagnésticas n&o invasivas, particularmente a ELISA
baseada em urina. Notavelmente, ndo foram encontradas publicacdes abordando a
pesquisa de anticorpos urinarios em pacientes com leishmaniose tegumentar,
ressaltando uma lacuna no conhecimento cientifico nesse contexto.

Por fim, o mecanismo de ag¢do que resulta na presenca de anticorpos
urinarios em humanos com leishmaniose ainda permanece pouco compreendido
pela ciéncia. Postulou-se que o limite de peso molecular (PM) para a filtragdo
glomerular se situe entre 30 a 50 kDa (Roksnoer et al., 2016), enquanto que a
deteccdo da presenca de albumina urinaria (67 kDa) é amplamente reconhecida
como um indicativo de lesdes na barreira de filtragdo glomerular. As imunoglobulinas
apresentam um PM maior: IgG, 150kDa; IgA ~385kDa; IgE 200kDa; IgD 180kDa;
IgM, 900kDa (Muhammed, 2020).

Neste contexto, estudos em caes com LV conduzidos por Sollano-Gallego et
al. (2003) indicam uma correlagcdo entre o extravasamento de IgG e o
desenvolvimento de proteinuria ndo seletiva nestes animais com lesdo glomerular.
Os achados observados sugerem que a detecgao de anticorpos especificos contra
Leishmania na urina de cdes é primariamente atribuida a passagem para o trato
urinario de imunoglobulinas provenientes do sangue, com uma contribuicdo
secundaria da producgao local de anticorpos IgA, sugerida também por Todoli e
colaboradores (2009). Segundo os autores, esta suposta produgédo local de

anticorpos anti-Leishmania no trato urinario pode ser explicada pela predominancia
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de lesbes de nefrite tubulointersticial em caes ou por danos em outros érgaos
urinarios e genitais.

Em humanos LV, ndo ha estudos que discutam o mecanismo envolvido na
presencga de fragmentos ou anticorpos integros na urina humana, embora pacientes
com a forma visceral crébnica comumente apresentem disfungdes renais e proteinuria
devido a infecgao (Silva-junior et al., 2014), podendo ser razoavel a hipotese de
extravasamento glomerular de imunoglobulinas relacionado a danos. Sao escassos
os dados disponiveis sobre disfuncdo renal na LT, sendo as alteragcbes renais
descritas geralmente associadas ao tratamento com antimoniais pentavalentes.
Observa-se que em alguns casos de LT, pacientes podem desenvolver lesédo renal
aguda, atribuida a deposi¢ao significativa de complexos imunes circulantes, que
surge apos a destruicdo dos parasitos (Oliveira et al., 2011; Silva-junior et al., 2014).
Nesse contexto, torna-se imperativo realizar pesquisas especificas na area de
fisiologia renal e fisiopatologia das leishmanioses para esclarecer de forma mais

abrangente essa questao.

2.7. IMUNOPROTEOMICA APLICADA A LEISHMANIOSE TEGUMENTAR

O emprego de preparagbes antigénicas de Leishmania em ensaios de
imunodetecgéo de anticorpos para o diagndstico de LT tem apresentado parametros
variaveis, os quais podem estar relacionados a diversidade na preparacdo do
antigeno e as diferengas antigénicas entre isolados e espécies do parasito (Freire et
al., 2021). A possibilidade de reatividade cruzada com outras doengas infecciosas
também frequentemente compromete a especificidade dos testes (Caballero et al.,
2007). Além disso, pacientes de LC produzem niveis reduzidos de anticorpos anti-
Leishmania, levando ao crescente interesse em antigenos de alta sensibilidade para
aprimorar ensaios imunoldgicos (Romero et al., 2005). Neste sentido, avangos
biotecnologicos e metodologias de alto rendimento, como a imunoproteémica,
possibilitam a busca por biomarcadores antigénicos mais precisos, otimizando
parametros diagnésticos (Ludolf; Ramos; Coelho, 2023).

A técnica de imunoprotebmica desempenha papel crucial, permitindo
trabalhar com um numero consideravel de antigenos e ampliando as perspectivas de

sucesso em estudos relacionados (Ludolf;, Ramos; Coelho, 2023). O procedimento
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inclui a preparacdo e separagao das proteinas de Leishmania spp. por meio de
eletroforese bidimensional, seguida por experimentos de imunotransferéncia através
de SDS-PAGE e a posterior identificacdo das marcas proteicas utilizando a
espectrometria de massa (Coelho et al. 2012; Duarte et al. 2016).

Baseado nesta potente técnica para o diagndstico de LT, alguns estudos
destacam-se na identificacdo de novos antigenos. Na imunoprotedmica de Duarte e
colaboradores (2015) foi possivel identificar cinco proteinas de L. braziliensis com
elevado potencial para o sorodiagnostico da LT em seres humanos. Além disso, no
trabalho de Lima et al. (2017), foram destacadas nove proteinas para L.
amazonensis e duas proteinas para L. braziliensis, consideradas abundantes e
imunorreativas em relagdo aos soros de individuos com LT. Ambas as pesquisas
evidenciam avangos importantes na identificagdo de novos antigenos para a
melhoria dos imunodiagndésticos da LT.

A aplicagdo dos antigenos identificados tem sido viabilizada pelo uso da
tecnologia de DNA recombinante, que possibilitou a clonagem molecular de diversos
genes de Leishmania codificadores de proteinas antigénicas, passiveis de utilizagao
na imunodeteccao de anticorpos especificos apds sua expressdo e purificagao
(Maia; Campino, 2008). Para esse fim, Escherichia coli (E. coli) € amplamente
empregada como hospedeiro inicial de expressao, em virtude de sua rapida taxa de
crescimento, facilidade de manipulagao e baixo custo de cultivo, caracteristicas que,
aliadas a abordagens de alto rendimento, podem resultar uma relagdo custo-
beneficio particularmente vantajosa (Jia; Jeon, 2016). Ademais, os métodos
baseados nessa tecnologia permitem a constru¢cdo de poliproteinas ou a
incorporagdo de epitopos complementares em um unico produto, ampliando as
possibilidades para o desenvolvimento de plataformas diagndsticas (Duthie; Reed,
2017; Bhattacharyya et al., 2022).

2.7.1 ldentificacao de epitopos especificos de células B aplicadaa LT

No contexto do avanco na descoberta de novos alvos para o
imunodiagnéstico da Leishmaniose Tegumentar, um dos desafios proeminentes
reside na identificacdo da regido antigénica capaz de desencadear uma resposta

imunoldgica. O dominio das ferramentas de bioinformatica, métodos computacionais
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para detecgdo antigénica e previsdo de epitopos especificos, marca um salto
tecnoldgico significativo no aprimoramento dos testes, além de apresentarem baixo
custo e alta velocidade quando comparado aos métodos convencionais (Sun et al.
2013; De Brito et al., 2020). Essas abordagens in silico oferecem meios valiosos
para alcangar o objetivo de identificar marcadores imunogénicos essenciais no
desenvolvimento de vacinas, farmacos, marcadores diagnosticos e progndsticos
para as leishmanioses (Costa et al., 2023).

Um epitopo de célula B é uma regido de um antigeno reconhecida por um
receptor especifico de célula B (BCR) ou, posteriormente, pelo anticorpo induzido
pela resposta humoral. Os epitopos lineares, também denominados continuos, sao
compostos por aminoacidos consecutivos, enquanto os epitopos conformacionais,
ou descontinuos, consistem em aminoacidos sequenciais decorrentes do
dobramento espacial, como observado na proteina intacta da qual sdo derivados
(Peters et al., 2005; Singh, Ansari; Raghava; 2013). Para aplicagdes envolvendo
alvos proteicos em seu estado nativo, como terapias ou citometria de fluxo, os
epitopos conformacionais podem ser preferidos. Em contraste, os epitopos lineares
podem ser mais indicados para aplicagdes em que a proteina alvo é desnaturada
total ou parcialmente durante a preparacdo da amostra antes do imunoensaio, como
Western blot, imuno-histoquimica e outras técnicas (Forsstrom et al., 2015).

O desenvolvimento de peptideos sintéticos derivados de epitopos lineares
destaca-se pelas vantagens distintas que oferece, incluindo custos relativamente
mais acessiveis, maior praticidade e aplicabilidade (Noya et al., 2003). Além disso,
diversos estudos apresentam evidéncias da aplicabilidade eficaz de peptideos, como
os abordados na reviséo sistematica conduzida por Pagniez e colaboradores (2023),
corroborando os indices satisfatorios de sensibilidade e especificidade tanto para o
sorodiagnostico da LV quanto para a LT. Dessa forma, a aplicagdo da abordagem
computacional, em conjunto com o uso de proteinas recombinantes, foi adotada no
presente estudo, visando explorar seu expressivo potencial como contribuigao

significativa para aprimorar a preciséo e eficacia dos testes de imunodetecgao de LT.
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2.8 ANTIGENO elF5A

A proteina recombinante Fator de Iniciagdo Eucariotico 5a (elF5A)
(LbrM.25.0580), referéncia NCBI XP_001565563.1, utilizada no presente trabalho, foi
primariamente identificada em extratos proteicos de Leishmania chagasi reconhecida
por anticorpos presentes no soro de caes com LV assintomatica e sintomatica
(Coelho et al. 2012). Em 2015, a mesma proteina foi identificada por Duarte e
colaboradores por meio de uma abordagem imunoproteémica visando a identificagao
de antigenos em extratos totais de formas promastigotas e formas amastigotas em
fase estacionaria de Leishmania braziliensis utilizando soros de pacientes LT.

No estudo citado, em testagem em ELISA indireta, a elF5A exibiu valores de
sensibilidade e especificidade de 100% e 92,5%, respectivamente, demonstrando
reagao cruzada significativamente baixa com Trypanosoma cruzi. Outro estudo,
baseado em Leishmania braziliensis, também indicou sensibilidade de 100% e
especificidade de 97.78% desta proteina recombinante (Lima et al., 2018). Nesse
sentido, esses resultados apresentam o potencial do uso desta proteina como
antigeno promissor no diagnéstico da LT.

A elF5A localiza-se predominantemente no citoplasma da Leishmania, sendo
altamente conservada desde archaea até mamiferos. Sua fungdo €& promover a
formagcdo da primeira ligacdo peptidica no inicio da sintese proteica,
desempenhando um papel essencial nesse processo em uma ampla gama de
organismos (Singh et al., 2014). A proteina possui uma sequéncia de 166
aminoacidos com peso molecular aproximado de 17,8 kiloDaltons (kDa) e ponto
isoelétrico (pl) estimado de pH 4,62 (ProtParam Tool, 2023). E uma proteina de
Leishmania conservada em diversas espécies do parasito, como L. infantum e L.
mexicana, apresentando 97% e 96% de valor de identidade, respectivamente.
Embora a proteina elF5A também esteja presente em outros protozoarios, como
Trypanossoma spp. e Schistossoma spp., observam-se variagdes significativas em
sua sequéncia, sendo o protozoario de importancia mais proximo da homologia o
Trypanosoma cruzi, com 76.65% de similaridade (BLAST, 2023).

No presente estudo, foi analisado as sequéncias de aminoacidos desta
proteina antigénica da L. braziliensis, previamente identificadas em estudos

imunoprotebmicos anteriores, com o objetivo de predizer epitopos lineares de
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células B. Portanto, foi testada a versdo recombinante da elF5A e de seu epitopo
derivado, na forma de peptideo sintético, como ferramentas para o
imunodiagnostico. Essas ferramentas foram empregadas na detecgdo de anticorpos

urinarios e sorologicos da leishmaniose tegumentar.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o potencial antigénico da proteina Fator de Iniciagdo Eucaridtico 5a
(elF5A) (LbrM.25.0580) de Leishmania braziliensis, em sua forma recombinante, e
de peptideo sintético especifico de linfocitos B, para o diagnéstico da leishmaniose

tegumentar usando urina dos pacientes.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Expressar e purificar a proteina Fator de Iniciacdo Eucariotico 5a de L.
braziliensis;

e |dentificar epitopos especificos de linfécitos B da proteina utilizando softwares
de bioinformatica;

e Sintetizar quimicamente os epitopos preditos pela técnica de Fmoc Solid-
Phase Peptide Synthesis;

e Avaliar comparativamente a proteina recombinante, o peptideo sintético e o
extrato antigénico soluvel dos parasitos em ensaios de ELISA indireta usando
amostras de soro e urina pareadas de pacientes com LT e individuos sadios;

e Sugerir parametros preliminares de sensibilidade e especificidade frente aos
diferentes antigenos e as amostras de urina e soro dos pacientes.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 ASPECTOS ETICOS

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da UFMG
(COEP/UFMG) com os numeros de processo CAAE-323431.14.9.0000.5149 e
CAAE CAAE-94476318.8.0000.5149 e COEP do Instituto René Rachou - Fundacao
Oswaldo Cruz, processo CAAE-78052017.1.0000.5091. Os participantes assinaram
o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).

4.2 AMOSTRAS

Este estudo empregou uma "amostra de conveniéncia", definida pela
disponibilidade e exequibilidade das amostras para o estudo. As amostras de urina
foram coletadas no periodo de fevereiro de 2022 a setembro de 2023, em paralelo
as amostras de sangue. A coleta de urina foi realizada em qualquer momento do dia,
sem um horario fixo de retencdo vesical;, no entanto, recomendou-se a coleta de
urina pela manha ou apdés um periodo médio de retengdo de aproximadamente 4
horas, sempre que possivel.

As amostras sanguineas foram obtidas por meio de pungéo venosa, utilizando
tubo estéril de coleta de 5 mL a vacuo com ativador de coagulo e gel separador.
Posteriormente, os tubos foram submetidos a uma centrifugagdo a 3.500 rpm,
durante 15 min, a uma temperatura de 4 °C. O soro resultante foi cuidadosamente
coletado e armazenado em tubos do tipo Eppendorf, de 2 mL preservados a uma
temperatura de -20 °C até o momento de utilizagao.

Para a coleta de urina, foram utilizados frascos coletores universais estéreis
de 80 mL. O conteudo coletado foi transferido para tubos de 15 mL contendo azida
sédica (71289, Sigma-Aldrich®, St. Louis, EUA) em uma concentragéo final de 0,1%
(v/v). Esses tubos foram devidamente transportados em temperatura ambiente e
armazenados a uma faixa de temperatura entre 2 a 8 °C até o momento da

utilizacao.
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4.3 POPULAGAO DO ESTUDO

Pacientes foram recrutados no ambulatorio de otorrinolaringologia do Hospital
S&o Geraldo da UFMG (Belo Horizonte, Brasil) e no ambulatério de referéncia em
leishmanioses da Policlinica Municipal Dr. Roberto Shuffner de Tedfilo Otoni (Tedfilo
Otoni, Brasil). Todas as coletas foram realizadas antes do inicio do tratamento. O
grupo controle de individuos sadios de regidao endémica foi composto por voluntarios
residentes na regido metropolitana de Belo Horizonte, Minas Gerais.

Para as analises, foram aplicadas as amostras pareadas de pacientes com
Leishmaniose Cutanea (LC) (n = 21) - 11 homens e 10 mulheres, com idades entre
12 e 94 anos - e de pacientes com Leishmaniose Mucosa (LM) (n = 25) - 17 homens
e 6 mulheres, com idades entre 30 e 90 anos. Ambos 0s grupos residiam em areas
endémicas de Minas Gerais. O diagnéstico foi confirmado por critérios clinico-
epidemioldgicos associados a métodos laboratoriais. Fragmentos de biopsia de pele
ou mucosa lesionada foram destinados ao diagndstico parasitolégico para a busca
de parasitos nos tecidos. Paralelamente, também foi utilizado métodos moleculares,
como a PCR para a detecgdo do kDNA de L. braziliensis. E relevante observar que
nenhum dos pacientes havia recebido tratamento no momento da coleta das
amostras. Nenhum dos casos possuia histéria pregressa de doencas infecto-
parasitarias com potencial de reagéo cruzada.

Como grupo de controle, foram coletadas amostras de individuos saudaveis
residentes em areas endémicas (n=45), composto por 25 homens e 20 mulheres,
com idades entre 17 e 50 anos, em Belo Horizonte. Esses participantes nao
manifestaram sinais ou sintomas de Leishmaniose Tegumentar (LT) e ndo possuiam

histérico de doengas que pudessem gerar confus&o nos resultados.

4.4 PREPARO DO EXTRATO ANTIGENICO DE Leishmania braziliensis

Extrato soluvel antigénico (SLA) de L. braziliensis (MHOM/BR/1975/M2904),
foi preparado como descrito previamente por Coelho et al. (2003). Brevemente,
formas promastigotas em fase estacionaria de crescimento foram cultivadas em
meio Schneider (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), suplementado com 20% de
soro fetal bovino inativado (SFB, Sigma), 20 Mm de L-glutamina, 100U/mL de
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penicilina e 100 pg/mL de estreptomicina, em pH 7,4. As culturas foram
quantificadas, e a concentragdo de 2x108 parasitos/mL foi centrifugada a 2.000 x G
por 10 minutos (min). Posteriormente, o sobrenadante foi descartado e o pellet foi
lavado com PBS 1x estéril; sendo que uma nova centrifugagao foi realizada a 2.000
x G por 10 min, a 4°C. Esse passo foi realizado trés vezes. Apds a ultima

centrifugacgao, o pellet foi congelado a -80°C até o momento do uso.

4.5 PRODUGAO DA PROTEINA RECOMBINANTE

A proteina recombinante elF5A braziliensis (XP_001565563.1 - putative
eukaryotic initiation factor 5a [Leishmania braziliensis MHOM/BR/75/M2904]) foi
clonada a partir do DNA gendbmico deste parasito, seguindo os protocolos
estabelecidos por Duarte et al.,, 2015. Os plasmideos recombinantes foram
introduzidos em células E. coli BL21 eletrocompetentes (Agilent Technologies) por
eletroporagado, utilizando um aparelho de eletroporacdo MicroPulser (Bio-Rad
Laboratories). A correta inser¢do das sequéncias foi confirmada por sequenciamento
com o primer T7 (Macrogen, Coreia do Sul). As proteinas recombinantes foram
expressas pela adicdo de 1,0 mM de IPTG (isopropil-B-d-tiogalactopiranose)
(Promega, Canada) por 24 horas a 12°C, com agitagédo a 200 x G por minuto. Em
seguida, as células foram lisadas por sonicagédo (com pulsos continuos de 30 s, com
intervalos de 15 s entre eles, a 38 MHz) e centrifugadas a 13.000 x G por 20 min a
4°C.

As proteinas recombinantes foram purificadas em condicbes nao
desnaturantes, utilizando colunas His-Trap de 5 ml (GE Healthcare Life Science)
acopladas a um sistema de cromatografia liquida de proteinas rapida (FPLC) (GE
Healthcare Life Science). Apos a purificacdo, as proteinas recombinantes foram
passadas por uma coluna de polimixina-agarose (Sigma) para remover o conteudo
residual de endotoxina. Além disso, para verificar a pureza, os produtos purificados
foram submetidos a eletroforese em gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato
de sédio (SDS-PAGE) a 10%.
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4.6 PREDICAO DE EPITOPOS ESPECIFICOS DE CELULAS B

Para predizer os epitopos da proteina elF5A, inicialmente, realizou-se a
obtencao da sua estrutura primaria, com a sequéncia FASTA consultada por meio do
acesso ao banco de dados online Genbank. Apds obter a sequéncia, empregou-se o
programa de bioinformatica Blast-p (protein-protein BLAST) para realizar
comparagoes de similaridade com outras sequéncias proteicas presentes no banco
de dados. Nesse processo, utilizou-se a sequéncia de aminoacidos da proteina em
analise, com o parametro non-redundant protein sequences, identificando assim as
sequéncias com as maiores similaridades. Nesta etapa, foram consideradas apenas
as similaridades referentes as principais espécies de Leishmania responsaveis pelas
formas visceral e tegumentar.

Por meio do programa IEDB (www.iedb.org), identificaram-se aminoacidos na
estrutura primaria da elF5A com a maior probabilidade de estarem acessiveis. Os
parametros de analises utilizados foram os de valores de window size: 14 e de
Threshold: 1.0. Os aminoacidos que foram considerados positivos nesta analise
foram entdo destacados na estrutura da proteina. Com base nisso, a predicdo de
epitopos foi realizada pelo programa de bioinformatica  ABCpred
(www.imtech.res.in/fraghava/abcpred/).

Ao prever os possiveis epitopos, as sequéncias proteicas foram alinhadas
usando o programa Clustal Omega. Dessa maneira, as proteinas de Leishmania
foram alinhadas e analisadas quanto a similaridade em comparagdo com outras
proteinas do mesmo género, como: L. infantum, L. mexicana, L. major e L. donovani.
As regides epitopicas da sequéncia analisada foram comparadas com as sequéncias
similares obtidas pelo Blast-p das proteinas de Leishmania. Posteriormente, esse

epitopo foi sintetizado como peptideo para aplicagao nos testes.

4.7 SINTESE DO PEPTIDEO SELECIONADO

O peptideo predito foi sintetizado no Laboratério de biotecnologia aplicado ao
desenvolvimento de novos farmacos da Universidade do Extremo Sul Catarinense
(UNESC), Criciuma, Santa Catarina, empregando a técnica quimica de Fmoc Solid-
Phase Peptide Synthesis, conforme descrita por Merrifield (1969) e adaptada por
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Machado-de-Avila et al. (2011). O procedimento envolve a fixacdo do aminoacido C-
terminal do peptideo em uma resina insoluvel, seguido pelo alongamento da cadeia
peptidica através de adi¢gdes sucessivas de residuos da porgdo C-terminal para N-
terminal. Esse processo inclui a desprotecdo do grupamento Fmoc (Fluorenil-
metiloxicarbonila) com Piperidina 25%, lavagens sequenciais com DMF
(dimetilforamida), DCM (diclorometano), MET (metanol), realizagdo do teste de
Kaiser (azul de bromofenol) e a ligacdo do aminoacido em ciclo até o ultimo residuo
da sequéncia.

Na etapa final, os grupamentos protetores da cadeia lateral sdo removidos, e
o peptideo € liberado da resina por meio de uma solugéao de clivagem composta por
25 pL (25%) de agua destilada, 25 uL (25%) de TES (trietilsilano) e 950 pL (95%) de
TFA (acido trifluoracético). Essa solugédo foi incubada por 3 horas na seringa e
filtrada apds este periodo. Em seguida, éter etilico foi adicionado e incubado
overnight. No dia seguinte, a centrifugagcdo a 4°C por 10 minutos a 4500 rpm foi
realizada, seguida pela adicdo de éter etilico e repeticdo da centrifugagcdo. Apos
retirar o éter etilico, o material obtido foi submetido a liofilizagdo. Para uso em teste,

o peptideo liofilizado foi reconstituido em agua Milli-Q na concentragao de 1 mg/mL.

4.8 ELISA

A metodologia de ELISA indireta foi realizada seguindo as condicdes
experimentais ideais para cada tipo de antigeno utilizado: proteina recombinante
elF5A (XP_001565563.1) e seu peptideo sintético predito, aplicando como amostras
biolégicas urina ou soro humanos. Realizaram-se curvas de titulagdo com o
propdsito de determinar as concentragdes mais apropriadas dos antigenos e a

diluicdo da urina e soro para os experimentos.

4.8.1. ELISA baseada em urina

As placas de poliestireno (96 well MicroWell™ MaxiSorp™ flat bottom plate,
Thermo Fisher Scientific, Denmark) foram revestidas com a proteina recombinante
elF5A (1,0 yg/pogo), peptideo (0,25 upg/pogo) e SLA L. braziliensis (1,0 ug/pogo),
diluidos em tampéao carbonato por 16 h a 4°C. Apds a sensibilizacdo, as placas
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foram submetidas a 3 lavagens com uma solugéo de PBS 1x e Tween 20 0,05%
(PBS-T) e realizou-se o bloqueio com 200 pyL de uma solugao contendo PBS 1x e
albumina de soro bovino (BSA) 5% por 2 h a 37 °C.

Em seguida, as placas foram submetidas a 3 lavagens com PBS-T e
incubadas com 100 pL de urina ndo diluida por 1 h a 37 °C. Apds nova lavagem, as
placas foram incubadas com 100 uL de anticorpo anti-IlgG humano conjugado a
peroxidase, na diluicdo de 1:5.000 (A18811, Invitrogen) em PBS 1x e BSA 1% por 1
h a 37 °C. Novamente, as placas foram lavadas 3 vezes com PBS-T, e as reacdes
foram reveladas utilizando 50 pL/pogo da solugdo cromogénica TMB
(3,3,5,5";tetrametilbenzidina linear, Scienco, Brasil) por 20 min e no escuro. A reagao
foi interrompida pela adicdo de 50 pyL de 2N H2S0O4, e a densidade optica (OD) foi
medida em um espectrofotdbmetro para microplacas de ELISA (Molecular Devices,
Spectra Max Plus, Canada) a M50 nm. Controles positivos e negativos foram

utilizados em todas as placas.

4.8.2 ELISA baseada em soro

A critério de validagao do ensaio, foi efetuada uma comparagao da eficiéncia
do ELISA entre amostras de urina e soro pareadas. Os ensaios com amostras de
soro seguiram o protocolo mencionado anteriormente, com algumas modificagbes
incorporadas. A sensibilizacdo das placas foi realizada utilizando a proteina
recombinante elF5A (1,0 ug/pocgo), peptideo sintético (0,25 ug/pogo) e SLA L.
braziliensis (1,0 pg/po¢o), com a diluicdo de soro (1:100) em PBS 1x e BSA 1%e
anticorpo anti-lgG (A18811, Invitrogen) 1:20.000, com tempos de incubagdes de 30

min cada.

4.9 ANALISES ESTATISTICAS

O tamanho amostral foi determinado por conveniéncia para este estudo
preliminar. Os dados foram compilados para planilhas de Excel e as analises foram
conduzidas por meio do programa GraphPad Prism (versdo 6.0 para Windows). A
partir dos resultados obtidos das absorbancias (ABS) nos testes ELISA, foram
estabelecidos os pontos de corte (cut-off) para validagdo da sensibilidade e
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especificidade dos antigenos que foram determinados apds a construgao de curvas
ROC (Receiver Operating Characteristic), além da analise do intervalo de confianca
de 95% (IC) destes paréametros.

As curvas ROC foram desenhadas com base nos valores dos controles
saudaveis residentes em area endémica versus os valores dos testes dos pacientes
de LT (LM e LC, discriminadamente). Nesta etapa para analise do desempenho da
ELISA, os seguintes parédmetros foram avaliados: Sensibilidade (Se) = valores
verdadeiros positivos / total de positivos (verdadeiros positivos + falsos negativos);
Especificidade (Es) = valores verdadeiros negativos / total de negativos (falsos
positivos + verdadeiros negativos); intervalo de confianga (IC 95%); Acuracia (AUC)
= area sob a curva (verdadeiro positivo + verdadeiro negativo/ Positivos +

negativos).
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5. RESULTADOS

5.1. IDENTIFICACAO DE EPITOPOS ESPECIFICOS DE CELULAS B NA
PROTEINA elF5A

Por meio dos critérios estabelecidos na analise de bioinformatica, foi
confirmada a existéncia de um potencial epitopo especifico de células B nesta
proteina, cuja sequéncia consiste em 18 aminoacidos: "MPPDPALATQIKEQFDSG"
(Figura 9), mostrando-se também como um sitio conservado em diferentes espécies
de Leishmania (Figura 10). Dessa forma, esta regido foi para a subsequente sintese
peptidica, visando seu potencial emprego como candidato a antigeno marcador

diagnostico para Leishmaniose Tegumentar.

Fator de iniciagao eucarioético 5a (elF5A)

Sequéncia de aminoacidos

1 MSDEDHDFSH QGGGDNASKT YPLAAGALKK
31 GGYVCINGRP CKVIDLSVSK TGKHGHAKVS
61 IVATDIFTGN RLEDQAPSTH NVEVPFVKTY
91 TYSVLDIQAN EDPSLPAHLS LMDDEGESRE
121 DLDMPPDPAL ATQIKEQFDS GKEVLVVVVS
151 AMGTEQVLQT KNAAEK

Referéncia NCBI: XP_001565563.1

Figura 9. Estrutura em 3D da proteina Fator de Iniciagdo Eucaridtica 5a de Leishmania Braziliensis.
Em preto, sequéncia de 166 aminoacidos da proteina. Em magenta, destaca-se o epitopo especifico

de célula B predito pela andlise de bioinformatica (Fonte: Banco de dados Uniprot).

Leishmania braziliensis (XP_001565563.1) DDEGESREDLIMPPDPALATQIKEQFDSGKEVLVVVVSAMGTEQVLOTKNAAEK 166 Similarity
Leishmania braziliensis (pdb|1X60]) DDEGESREDLOMPPDPALATQIKEQFDSGHDVLVVVVSAMGTEQVLOTKNAAEK 174 99,40%
Leishmania infantum (XP_001466105.1) DDEGESREDLIMPPDVALATQIKEQFDSGKEVLVVVVSAMGTEQVLOTKNAAEK 166 96,99%
Leishmania mexicana (XP_003876126.1) DDEGESREDLOMPPDAALATQIKEQFDSGHEVLVVVVSAMGTEQVLOTKNAAEK 166 96,39%
Leishmania major (XP _001683826.1) DDEGESREDLIMPPDAALAAQIKEQFDSGREVLVVVVSAMGTEQVLOTKNAAEK 166 95,78%
Leishmania donovani (TPP40652.1)  -———————-— -APDVALATQIREQFDSGHEVLVVVVSAMGTEQVLOTKNAAEK 134 75,90%

ok ok s ok ok o ok ok ok ok okl ok K ke ok ok ok ok ok ok ko ok ok ok ok ok kot

Figura 10. Alinhamento da regido de interesse da proteina elF5A da L. braziliensis com diferentes
espécies de Leishmania. Em vermelho apresenta-se os aminoacidos acessiveis pelo Epitope
Database (IEDB); os aminoacidos sublinhados foram considerados bons epitopos de célula B pelo
ABCpred; o contorno verde destaca a conservagao da regido com outras espécies de Leishmania
(Fonte: NCBI/Clustal Omega).
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5.2. POTENCIAL DIAGNOSTICO DOS ANTIGENOS relF5A, PEPTIDEO
SINTETICO E SLA DE L. braziliensis UTILIZANDO SORO HUMANO

O ELISA foi realizado utilizando amostras de soro de 21 participantes com LC,
25 participantes com LM e 45 individuos saudaveis de regido endémica para
detectar anticorpos anti-Leishmania utilizando como antigenos relF5A, peptideo e
SLA de L. braziliensis. Os valores de corte para positividade e negatividade foram
determinados pela curva ROC apds analise dos valores de absorbancia em 450 nm
(Figura 11). Os valores da area sob a curva (relF5A=0,90; Peptideo=0,87;
SLA =0,84) para cada um dos antigenos indicaram um grande potencial diagnéstico,
uma vez que o valor de AUC igual a 1 representa uma acuracia de 100%. Os valores
de corte de relF5A, peptideo e SLA foram 0,0625, 0,5505 e 0,1530, respectivamente
(Tabela 1).
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Figura 11. Avaliagdo da reatividade do ELISA com os antigenos relF5A, peptideo e SLA de
Leishmania braziliensis usando um painel sorolégico humano. Os trés antigenos foram empregados
nos ensaios de ELISA realizados com amostras de soro de humanos dos seguintes grupos: pacientes
com leishmaniose cutédnea (LC), n = 21, pacientes com leishmaniose mucosa (LM), n = 25 e
individuos saudaveis de regido endémica (Saudaveis), n = 45. A curva ROC obtida para cada uma
das proteinas e area sob a curva (AUC) calculada (A). Os valores individuais de OD sdo mostrados
(B). A linha pontilhada em vermelho representa o ponto de corte calculado por uma analise de ROC.
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Com base nos valores de corte, o relF5A mostrou a maior sensibilidade
(79,07%) com sensibilidade ligeiramente menor do peptideo e SLA (76,19% e
77,27%, respectivamente). Quanto a especificidade, a relF5A demonstrou maior
valor (100%), enquanto o peptideo e o SLA mostraram especificidade de 88,89% e

95,35%, respectivamente (Tabela 1).

Tabela 1. Soro

Antigeno AUC 95%Cl Cut-off Se 95%Cl Es 95%ClI AC%

elF5A 0.90 0.83-0.97 0.0625 79.07  63.96%-89.96% 100 88.06%-100.0%  90.70
Peptideo 0.87 0.76-0.98  0.5595 76.19 52.83%-91.78%  88.89 75.95%-96.29%  87.51
SLAL braz. 0.84 0.74-0.93 0.1530 77.27  62.16%-88.53%  95.35 84.19%-99.43%  84.28

Tabela 1. Potencial diagnéstico dos antigenos para o sorodiagnéstico da leishmaniose tegumentar.
Curvas ROC foram utilizadas para determinar a sensibilidade (Se), especificidade (Es), intervalo de
confianga (IC 95%) e area sob a curva (AUC) de cada antigeno diagnostico.

5.3 POTENCIAL DIAGNOSTICO DOS ANTIGENOS rEIF5A, PEPTIDEO
SINTETICO E SLA DE L. braziliensis UTILIZANDO URINA

O ensaio de ELISA foi realizado utilizando urina como o analito de teste. Com
base nos valores de corte derivados da curva ROC, os pontos de corte para relF5A,
peptideo e SLA de L. braziliensis foram definidos como 0,0625, 0,2295 e 0,1265,
respectivamente (Figura 12, Tabela 2). Os valores da area sob a curva (elF5A = 1,0;
peptideo = 0,85; SLA = 0,94) obtidos a partir da analise da curva ROC para a
proteina recombinante e SLA na urina foram superiores aqueles no soro,
sobressaindo-se a elF5A que apresentar um valor de AUC igual a 1, sugerindo a
acuracia de 100% nos resultados preliminares. O peptideo sintético derivado do
epitopo especifico de célula B da elF5A apresentou um valor de AUC ligeiramente
menor ao do soro (AUC = 0,87 para soro contra 0,85 na urina), mantendo-se ainda

expressivo.
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Figura 12. Avaliagdo da reatividade do ELISA com os antigenos relF5A, peptideo e SLA de
Leishmania braziliensis usando um painel de urinas humanas. Os trés antigenos foram empregados
nos ensaios de ELISA realizados com amostras de urina dos seguintes grupos: pacientes com
leishmaniose cuténea (LC), n = 21, pacientes com leishmaniose mucosa (LM), n = 25 e individuos
saudaveis de regiao endémica (Saudaveis), n = 45. A curva ROC obtida para cada um dos antigenos
e area sob a curva (AUC) calculada (A). Os valores individuais de OD sdo mostrados(B). A linha
pontilhada em vermelho representa o ponto de corte calculado por uma analise de ROC.

De acordo com esses valores, relF5A, peptideo e SLA demonstraram
sensibilidade de 100%, 86,67% e 95,56%, respectivamente. Entre os trés antigenos
avaliados, a proteina recombinante elF5A destacou-se novamente, uma vez ter
apresentado o valor maximo de especificidade (100%), enquanto o peptideo e o SLA
apresentaram 86,67% e 95,56%, respectivamente.

Tabela 2. Urina

Antigeno AUC 95%Cl Cut-off Se 95%CI Es 95%CI AC%

elF5A 1.00 1.00-1.00 0.0625 100 91.78%-100.0% 100 88.06%-100.0% 100
Peptideo 0.85 0.74-0.97 0.2295 76.19  52.83%-91.78%  86.67 73.21%-94.95% 85.61
SLAL braz. 0.94 0.90-0.99 0.1265 81.82 67.29%-91.81%  95.56 84.85%-99.46% 94.75

Tabela 2. Potencial diagndstico dos antigenos para o diagnéstico da leishmaniose tegumentar
utilizando urina humana. Curvas ROC foram utilizadas para determinar a sensibilidade (Se),
especificidade (Es), intervalo de confianga (IC 95%) e area sob a curva (AUC) de cada antigeno
diagnéstico.
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Nesse cenario, os resultados indicaram que a elF5A exibiu maior capacidade
na deteccdo de anticorpos IgG na urina, em comparagdo com 0O soro, permitindo
uma melhor distingdo entre individuos saudaveis e pacientes infectados. Além disso,
tanto o peptideo quanto o SLA demonstraram um significativo potencial de

imunodetecgao na urina, exibindo parametros comparaveis aos observados no soro.
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6. DISCUSSAO

O diagnéstico da LT fundamenta-se em critérios clinicos combinados com
diversos diagnodsticos laboratoriais. Para superar desafios no diagndstico
imunologico desta doenga, frequentemente relacionados ao tipo de antigeno
utilizado e aos baixos niveis de anticorpos anti-Leishmania na maioria dos pacientes
com a forma cutanea (Goto; Lindoso, 2012; Gomes, et al. 2014), foram utilizados
importantes abordagens biotecnologicas, como a imunoprotebmica € o uso da
bioinformatica. Estas metodologias visam mapear proteinas e regides antigénicas de
L. braziliensis e outras espécies causadoras da leishmaniose tegumentar, com o
propésito de aprimorar a precisdo dos testes diagndsticos (Ludolf; Ramos; Coelho,
2022; Duarte et al. 2015).

Além destas consideragdes, o diagnostico imunolégico desta patologia
demanda a coleta de fluidos corporais, geralmente o soro ou plasma, por meio de
puncao venosa. Entretanto, estudos em parasitos Trypanosomatidae apontam que a
utilizacdo de amostras bioldgicas n&o invasivas, como a urina, emerge como uma
alternativa viavel para deteccédo de anticorpos, além de apresentar uma coleta mais
natural para os pacientes submetidos ao procedimento (Sereno et al., 2020). A
adocdo da urina para este fim pode ser encarada como uma opcado mais
conveniente tanto para a pratica clinica quanto para a vigilancia epidemiolégica, uma
vez que permite aos pacientes coletarem suas proprias amostras, eliminando a
necessidade de flebotomistas e reduzindo significativamente os riscos associados a
transmissao de patdgenos durante o manuseio (Eamudomkarn et al., 2018, Nagaoka
et al., 2021).

No presente estudo, a capacidade de imunodeteccdo de anticorpos do tipo
IgG em pacientes com Leishmaniose Tegumentar foi avaliada e comparada,
empregando a forma recombinante da proteina Fator de Iniciagdo Eucariético 5A de
Leishmania braziliensis e seu epitopo especifico de linfécitos B. A analise foi
conduzida utilizando amostras pareadas de urina e soro como amostras bioldgicas,
permitindo uma avaliagao inicial de desempenho desses marcadores nos dois fluidos
corporais. Esta abordagem revelou resultados preliminares importantes, indicando

que ambos os antigenos possuem a capacidade de distinguir pacientes infectados
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com LT de individuos saudaveis em regides endémicas, principalmente quando a
urina € utilizada como amostra biolégica.

Para a proteina relF5A, foram atingidos valores maximos de sensibilidade e
especificidade, ambos alcangando 100%, quando a urina foi utilizada como amostra.
Os resultados obtidos com esta amostra ndo invasiva destacaram uma capacidade
superior de imunodeteccdo em comparacido ao uso de soros, 0s quais revelaram
valores de sensibilidade de 79,07% e especificidade de 100%. Os resultados
corroboram com pesquisas prévias que evidenciaram o alto potencial
sorodiagnostico desta proteina para a LT, revelando também uma baixa reatividade
cruzada com T. cruzi e nenhuma com outros parasitos (Duarte et al., 2015, Lima et
al. 2018). Desse modo, as descobertas do presente estudo agora também destacam
a viabilidade do uso da urina como uma alternativa promissora para detecgao de
anticorpos quando utilizada esta proteina recombinante como antigeno.

Para o peptideo sintético derivado do epitopo especifico de células B da
elF5A, foram obtidos valores promissores de sensibilidade (76,19%) e especificidade
(86,67%) para ELISA a base de urina. Paralelamente, em amostras de soro
pareadas, os resultados apresentam semelhanca, revelando taxas de sensibilidade e
especificidade de 76,19% e 88,89%, respectivamente. Em contrapartida, o SLA de L.
braziliensis, empregado como antigeno de controle nos testes, obteve parametros
semelhantes ou superiores quando utilizado em soro, apresentando 77,27% de
sensibilidade e 95,35% de especificidade, e destacando-se na ELISA baseada em
urina, demonstrando 81,82% e 9556% de sensibilidade e especificidade,
respectivamente.

Compreende-se que a utilizaggo de fragmentos curtos contendo
determinantes antigénicos potentes representa uma estratégia eficaz para minimizar
reacdes inespecificas (Freire et al., 2021). Desta maneira, as razbées para a
identificacdo de falsos positivos entre os pacientes saudaveis e a diminuicdo nos
parametros do peptideo, quando comparado aos demais antigenos, podem nao ser
claras neste estudo preliminar com reduzido painel de amostras e auséncia de
amostras de reacdes cruzadas para controle.

Pode-se inferir que pequenos peptideos lineares apresentam algumas
limitagbes que podem interferir no desempenho do ensaio, como uma restrita

adsorcdo passiva em placas de poliestireno, comumente empregadas em
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procedimentos de ELISA, além da dificuldade em identificar anticorpos que
reconhecem predominantemente epitopos conformacionais (Gémara; Haro, 2007).
Adicionalmente, ha a possibilidade de alteragdo da conformacdo do peptideo
durante transporte ou armazenamento, resultando na perda de sua fungdo. Cabe
destacar que a presenga de algumas proteases em amostras bioldgicas, solventes e
recipientes desprovidos de inibidores podem desestabilizar a estrutura peptidica
(Aydin, 2015; Trier et al., 2019).

Embora a sensibilidade e especificidade do peptideo sintético sejam
ligeiramente menores devido a adversidades pouco aprofundadas neste estudo e a
auséncia de amostras de reacao cruzada para comparacao de reatividade entre os
grupos, este antigeno ainda revela uma importante capacidade de imunodetecgao
de anticorpos, tanto em urina quanto em soro, destacando-se como um antigeno
promissor e com potencial aplicacdo. Assim, estudos futuros podem explorar a
avaliagao deste e de outros peptideos lineares de bom desempenho de maneira
individual ou para integra-los a uma quimera polipeptidica diagnéstica de LT em
ELISA baseada em urina, visto que um recente estudo de sorodiagnostico desta
doenca utilizou epitopos de células B da elF5A para construcdo de uma quimera
funcional (Garcia et al., 2021).

Por fim, o SLA de Leishmania braziliensis foi empregado como antigeno
controle neste estudo. Embora tenha apresentado valores expressivos de
sensibilidade e especificidade, é importante ressaltar que esses parametros podem
ser significativamente reduzidos quando este extrato proteico é utilizado em testes
com amostras de pacientes com doencgas de potencial reatividade cruzada, um
aspecto que nao foi abordado neste estudo preliminar. A literatura cientifica
evidencia que a aplicagdo do SLA em ensaios sorologicos de ELISA para o
diagndstico da Leishmaniose Tegumentar tem demonstrado sensibilidade variavel,
sobretudo devido a preparagdo do antigeno e as diferengas antigénicas entre
isolados e espécies de Leishmania (Romero et al., 2005; Caballero, 2007). Ademais,
a sua especificidade pode ser reduzida em mais de 50% devido a reatividade
cruzada com outras doencgas infecciosas de importancia (Duarte et al., 2015, Lima et
al. 2018).

Diante dos dados apresentados, é notavel a semelhanga nos resultados

encontrados entre os testes baseados na urina e nos ensaios baseados em soro
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para cada antigeno, reproduzindo de modo semelhante os resultados observados
em estudo prévios de proteinas recombinantes diagndsticas de Leishmaniose
Visceral utilizando metodologia semelhante (Ghosh et al., 2016; Ejazi et al., 2016;
Bhattacharyya et al., 2022). Destaca-se, nessa avaliagdo preliminar, que o uso da
urina apresenta parametros gerais superiores no diagnostico da LT frente aos
diferentes antigenos testados. Adicionalmente, é possivel observar nos ensaios
baseados em urina realizados neste estudo que a reatividade das amostras dos
individuos controle é relativamente mais baixa em comparagdo com as amostras de
soro, enquanto a dos pacientes positivos € mais elevada, permitindo uma distincédo
mais clara entre os pacientes infectados e os nao infectados e reduzindo a
possibilidade de falsos positivos quando aplicado o ponto de corte.

De modo geral, é importante que estudos futuros priorizem a avaliagao
criteriosa na comparacado quantitativa das reatividades entre amostras de urina e
soro, visto que a nao definicado de um tempo fixo de retencéo urinaria antes da coleta
das amostras pode gerar variagbes na concentragcdo de anticorpos. Itoh e
colaboradores (2001), em seu estudo de identificagdo de anticorpos urinarios na
Filariose revelou que coletas de urina no inicio da manha ou no final do dia
apresentaram apenas pequenas variacbes nas unidades de anticorpos, mantendo
todas as amostras positivas, sem interferéncias nos resultados do teste.

Um estudo com método semelhante para infecgbes por Helicobacter pylori,
identificou que o nivel de hidratagdo pode influenciar na concentracao de anticorpos
urinarios, mantendo, no entanto, pardmetros satisfatérios de desempenho nos
ensaios. Adicionalmente, observou-se que mudancas no pH da urina e a presenca
da microbiota ndo interferem de maneira significativa nos valores de absorbéancia do
ELISA (Alemohammad; Foley; Cohen, 1993). Nesse sentido, a adicdo de azida
sddica (NaN3) como conservante para o armazenamento de urina tornou-se popular
para pesquisa com diferentes microorganismos, uma vez que essa substancia
desempenha a fungado de prevenir alteragdes no pH resultantes de contaminacéao e
crescimento bacteriano (Alemohammad; Foley; Cohen, 1993; Ejazi et al., 2016; Ejazi
et al., 2021; Ludolf et al., 2022; Ramos et al., 2023), sendo aplicada também as
amostras do presente estudo.

Pesquisas apontam que o uso da NaN3 como conservante permitiu a
deteccao de anticorpos para LV nas amostras de urina armazenadas a 4°C por até 6
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anos (EJAZI et al., 2016). Além disso, Ludolf e colaboradores (2022), examinaram a
estabilidade sem conservante deste espécime biolégico de pacientes com COVID-19
durante cinco dias consecutivos e apdés 10 dias, e os dados revelaram que néao
houve alteragdo no desempenho do ensaio entre amostras frescas e armazenadas
sem conservantes.

Os dados apresentados por estes estudos sao importantes, mas ainda
demandam pesquisas mais aprofundadas, as quais s&o essenciais para possibilitar
inferéncias mais precisas sobre os fatores que impactam nos resultados do ELISA
baseado em urina. Adicionalmente, destaca-se a importancia crucial de futuras
avaliagdes concentrarem-se em estudos envolvendo amostras de urina de pacientes
com leishmaniose tegumentar, visando aprimorar a confiabilidade do diagnéstico. E
essencial que as investigagdes subsequentes considerem também variaveis como
comorbidades, proteinuria significativa e o uso concomitante de medicamentos, a fim
de ampliar a compreensao e robustez dos resultados obtidos.

Por fim, reconhecemos a necessidade premente de reavaliar esses antigenos
frente a um painel mais amplo de urinas e soros, abrangendo tanto pacientes
saudaveis de regides endémicas quanto ndo endémicas, como também pacientes
com diversas formas de leishmaniose tegumentar e aqueles que apresentam
doencas potencialmente de reagao cruzada, como doenga de Chagas, hanseniase,
malaria, paracoccidioidomicose, entre outras condi¢cdes. Esta ampliagao visa avaliar
de maneira mais assertiva o desempenho e a aplicabilidade destes antigenos
diagndsticos nos ensaios utilizando urina para o diagnéstico da LT. Em nosso estudo
preliminar, a ELISA baseada em urina emerge como uma ferramenta promissora
para diagnostico alternativo e ndo invasivo da leishmaniose tegumentar, fornecendo
parametros de sensibilidade e especificidade notaveis, especialmente quando

aplicada a proteina recombinante elF5A e seu epitopo especifico.
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7. CONSIDERAGOES FINAIS

Nosso trabalho indica avangos na busca por métodos diagndsticos eficientes
€ menos invasivos para a leishmaniose tegumentar. A investigagao da utilizagao da
urina como amostra biolégica revelou resultados promissores, destacando-a como
uma alternativa viavel e conveniente em comparacdo com a coleta tradicional de
soro. A capacidade de imunodeteccado de anticorpos especificos para a LT, avaliada
por meio de diferentes antigenos, foi particularmente vantajosa quando a urina foi
empregada, indicando um potencial diagndstico importante para essa abordagem
inovadora.

Outro aspecto relevante diz respeito a aplicagcdo de antigenos especificos,
como a proteina recombinante elF5A e seu epitopo, que demonstraram uma notavel
capacidade de distinguir pacientes infectados de individuos saudaveis em regides
endémicas. A sensibilidade e especificidade alcangcaram valores notaveis,
especialmente no caso da proteina relF5A, que atingiu 100% de especificidade e
sensibilidade quando a urina foi utilizada como amostra bioldgica. Esses resultados
sugerem um potencial da aplicabilidade desses antigenos, particularmente em
conjunto com a urina, como uma estratégia diagndstica satisfatoria.

Além disso, € crucial destacar a necessidade de futuras investigacbes
concentrarem-se em ampliar o escopo amostral para incluir pacientes com diferentes
formas de leishmaniose tegumentar, bem como considerar doengas potencialmente
de reacdo cruzada. A consideragcdo de variaveis como hidratacdo, comorbidades,
proteinuria e uso de medicamentos também se mostra essencial para robustecer a
compreensao dos resultados e a confiabilidade do diagndstico baseado em urina.

Por fim, a ELISA baseada em urina emerge como uma ferramenta de
diagnodstico alternativa e n&o invasiva para a leishmaniose tegumentar,
proporcionando parametros de sensibilidade e especificidade notaveis,
especialmente quando empregada a proteina recombinante elF5A e seu epitopo
especifico. Estes resultados iniciais sugerem a possivel aplicabilidade clinica dessa
metodologia, mas salientam a necessidade de pesquisas continuas para aprimorar e
validar sua eficacia em uma variedade de condi¢gdes clinicas e contextos

epidemioldgicos.
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8. CONCLUSAO

Os resultados preliminares indicam o potencial antigénico da proteina

recombinante relF5A para o diagndstico da LT usando urina dos pacientes.
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9. PERSPECTIVAS

Pretende-se dar continuidade no projeto a fim de:

e Avaliar os antigenos em um painel mais amplo de amostras de urina e soro,
incluindo pacientes com leishmaniose tegumentar, leishmaniose visceral, individuos
saudaveis de regides endémicas e ndo endémicas, bem como pacientes acometidos
por outras doengas infecciosas, como doencga de Chagas, hanseniase, tuberculose,
esporotricose e malaria;

e Incorporar o antigeno de melhor desempenho nos ensaios em tiras
imunocromatograficas e avaliar sua eficacia diagndstica para a leishmaniose
tegumentar em condigbes de campo;

e Publicar os resultados em periddicos internacionais de alto impacto e
apresenta-los em congressos cientificos, visando a ampla divulgagédo dos achados.
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