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RESUMO

A leishmaniose tegumentar (LT) continua sendo problema global de sadde puablica, que se
manifesta principalmente através de lesdes cutaneas (leishmaniose cuténea - LC). Na América
Latina, o Brasil é o pais com maior registro de casos, com Vvarias espécies de Leishmania
associadas aos casos humanos. O diagnostico laboratorial é essencial e um dos grandes desafios
para o controle da doenca. Desta forma, desenvolvemos e validamos uma técnica de imuno-
histoquimica (IHQ) utilizando anticorpo monoclonal (AcMo), para o diagnéstico da LC.
Inicialmente, foi realizada uma revisdo sistemética a fim de identificar potenciais alvos
avaliados para o diagnostico imunolégico da LT. Antigenos com caracteristicas distintas foram
selecionados e considerados promissores para producdo do AcMo e aplicacdo na técnica de
IHQ. Os seis antigenos selecionados foram: triparedoxina mitocondrial peroxidase (mTXNPX);
homol6go do receptor para proteina quinase C ativada (LACK); fosfatase &cida secretada
(SACP); proteina de membrana dos kinetoplastideos-11 (KMP-11); proteina hipotética (LbPH)
e proteina quinase ativada por mitégeno 4 (MAPK4). As sequéncias de nucleotideos dos
antigenos selecionados foram sintetizadas e inseridas no plasmideo pET28a. Vetores de
clonagem e de expressao foram transformados com os plasmideos, para producédo dos antigenos
recombinantes. Os antigenos produzidos foram utilizados como imundgenos em camundongos
BALB/c, para produgdo dos AcMos por meio da técnica de hibridizacdo somatica. A
imunorreatividade dos AcMos foi avaliada através da técnica de Western blotting, utilizando
0s respectivos antigenos recombinantes e antigenos soltveis de L. amazonensis, L. braziliensis
e L. guyanensis. Em seguida, a técnica de IHQ foi realizada em bidpsias de pele de hamsters
experimentalmente infectados com estas espécies de Leishmania. A padronizacdo da técnica de
IHQ foi realizada utilizando o AcMo anti-mTXNPx e dois sistemas de deteccdo constituidos
por polimero conjugados com as enzimas peroxidase (IHQ-POD) e fosfatase alcalina (IHQ-
FA). A validacdo destes protocolos de IHQ foi relizada em bidpsias de pele de 49 pacientes
com LC diagnosticados por meio da reacdo em cadeia da polimerase quantitativa em tempo real
(gPCR), que apresentavam resultados de exame direto e cultura, realizados como diagndstico
de rotina. Foram também incluidos 37 pacientes que apresentando outras doencas
dermatoldgicas infecciosas. O exame histopatologico (HE) e a IHQ foram realizados em todos
os pacientes incluidos neste estudo. Na reviséo sistematica, foram encontrados potenciais alvos
antigénicos para uso em técnicas imunoldgicas para o diagnéstico de LT, LC e leishmaniose
mucosa (LM). No entanto, a maioria dos estudos sdo provas de conceito, fato que reforca a
necessidade de desenvolvimento de estudos de validacdo mais abrangentes. Através da técnica
de Western blotting e IHQ em leséo de animal experimentalmente infectado, foi comprovada a
imunorreatividade dos AcMos anti-mTXNPx e anti-LACK. No estudo de validacdo
empregando AcMos anti-mTXNPX, a maior sensibilidade foi observada para IHQ-FA (85,7%),
seguida por IHQ-POD (79,6%), exame direto (77,6%), HE (65,3%) e cultura in vitro (49%).
IHQ e HE apresentaram especificidade acima de 90%. A positividade do exame direto e da
cultura aumentou significativamente quando os resultados foram combinados com da IHQ-FA,
atingindo 95,9% e 93,9%, respectivamente. Através da analise de regressao logistica
verificamos que as técnicas de IHQ e HE sdo capazes de detectar pacientes com LC
independentemente da carga parasitaria. Os resultados obtidos neste estudo demonstram o
potencial da técnica de IHQ para o diagndstico da LC no Brasil e possibilita o desenvolvimento
de novas alternativas diagnosticas para o controle dessa doenca negligenciada.

Palavras-chave: Leishmaniose Cutanea; Diagnoéstico; Imuno-Histoquimica; Anticorpos
Monoclonais



ABSTRACT

Tegumentary leishmaniasis (TL) is still a worldwide public health problem, presenting mainly
through skin lesions (cutaneous leishmaniasis — CL). In Latin America, most cases occur in
Brazil, and several Leishmania species have been associated with human cases. The laboratory
diagnosis is crucial and considered one of the pillars to disease control. In this manner, the
development and validation of an immunohistochemistry assay (IHC) using monoclonal
antibody (mADb) for CL-diagnosis were performed. Firstly, a systematic review identifing
potential antigenic targets that have been previously evaluated for TL-immunodiagnosis was
performed. Antigens were further selected according specific characteristics and considered
potential for CL-diagnosis through IHC. The six selected antigens were: mitochondrial
tryparedoxin peroxidase (mTXNPXx); Leishmania homologue of activated C kinase (LACK);
secreted acid phosphatase (SAcP); kinetoplastid membrane protein-11 (KMP-11); hypothetical
protein (LbHP) and Mitogen-activated protein kinase 4 (MAPK4). The amino acid sequences
were selected, further synthetized, and inserted in pET28a plasmid by GenScript. Those
plasmids were inserted into cloning and expression vectors for the production of recombinant
antigens (rAg). The rAgs were used as immunogens in BALB/c mice for mAb production
through somatic hybridization. The immunoreactivity of each mAb was tested by Western
blotting using soluble antigens of L. amazonensis, L. braziliensis and L. guyanensis.
Subsequently, the IHC was performed on skin biopsies from hamsters infected with the same
Leishmania species. The standardization and validation of IHC was performed with anti-
mTXNPx mAb through two detection systems consisting of polymer with peroxidase enzyme
(IHC-HRP) and alkaline phosphatase (IHC-AP). The IHC was validated on skin biopsy from
49 CL-patients diagnosed by clinical examination and real-time quantitative polymerase chain
reaction (gPCR). For this group, the direct examination and in vitro culture were also
performed. Furthermore, 37 patients presenting other dermatological infectious diseases were
included. The histopathology (HE) and IHC were performed for all patients included in the
study. A total of 81 antigens were found in the systematic review for the diagnosis of TL, CL
and mucosal leishmaniasis (ML). However, a large number of proof-of-concept studies
reinforce the need for further studies. In the IHC validation study, the higher sensitivity value
was observed for IHC-AP (85.7%), followed by IHC-HRP (79.6%), direct examination
(77.6%), HE (65,3%) and in vitro culture (49%). Both IHCs and histopathology presented
specificity over 90%. The IHC-AP combined with direct examination enhanced the positivity
to 95.9%, and the same IHC combined with HE increased the positivity to 93.9%. The
multivariate regression analysis showed that IHC and HE were the only tests able to detect CL-
patients regardless the parasite burden. The IHC evaluated here is useful to detect the main
Leishmania species causing CL in Brazil and could support the diagnostic strategies for disease
control.

Keywords: Leishmaniasis, Cutaneous; Diagnosis; Immunohistochemistry; Antibodies,
Monoclonal.
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1. INTRODUCAO

A leishmaniose tegumentar (LT) € uma doenca infecciosa crénica responsavel por
amplo espectro de manifestacfes clinicas, ocasionando desde lesdes cutaneas (leishmaniose
cutdnea — LC) Unicas, multiplas ou difusas, até o acometimento das mucosas (leishmaniose
mucosa — LM). Esta doenca ocorre em pelo menos 92 paises, sendo reportado apenas no Brasil
durante a ultima década, mais de 200.000 casos, principalmente por Leishmania (Viannia)
braziliensis, Leishmania (Leishmania) amazonensis e Leishmania (Viannia) guyanensis. O
diagndstico laboratorial permanece um dos grandes desafios para o controle da LT, devido a
limitada acurécia dos métodos parasitoldgicos, a restricdo de técnicas moleculares e a
importancia do diagnostico diferencial com diversas doencas dermatoldgicas e sistémicas.
Desta forma, o eixo central desta tese & o desenvolvimento de uma técnica de imuno-
histoquimica (IHQ) usando anticorpo monoclonal (AcMo), para o diagnostico da LC.

Inicialmente, foi realizada uma revisdo sistematica visando identificar os alvos
antigénicos que ja foram utilizados em testes imunoldgicos para o diagnostico da LT. Este
estudo foi publicado na revista PLoS One, com o titulo Potential antigenic targets used in
immunological tests for diagnosis of tegumentary leishmaniasis: a systematic review (Apéndice
1). Partindo deste universo de antigenos descritos na literatura, considerando caracteristicas
bioldgicas de algumas proteinas, além da disponibilidade prévia de alguns minigenes, foram
selecionados antigenos que, com caracteristicas distintas, foram considerados potenciais alvos
para o diagnostico atraveés da técnica de IHQ. Os seis antigenos selecionados foram:
triparedoxina mitocondrial peroxidase (mTXNPX); proteina homéloga do receptor para quinase
C ativada de Leishmania (LACK, do inglés Leishmania homologue of activated C kinase);
fosfatase acida secretada (SACP, do inglés secretory acid phosphatase); Proteina de membrana
dos Kinetoplastideos-11 (KMP-11, do inglés Kinetoplastid membrane protein-11); Proteina
hipotética (LbPH) e Proteina quinase ativada por mitégeno 4 (MAPKA4, do inglés mitogen-
activated protein kinase 4).

Os antigenos selecionados foram produzidos através da tecnologia do DNA
recombinante e utilizados como imundgenos para a producdo dos AcMos. Através da técnica
de Western blotting, foi avaliada a imunorreatividade dos AcMos contra 0s respectivos
antigenos recombinantes e antigenos sollveis das principais espécies de Leishmania
responsaveis pela LT no Brasil. O reconhecimento de formas amastigotas pelos AcMos foi

analisado em fragmento de leséo de animais experimentalmente infectados com L. braziliensis,
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L. amazonensis e L. guyanensis, demonstrando potencial aplicacdo do AcMo anti-mTXNPx e
anti-LACK na técnica de IHQ.

A validacdo da técnica de IHQ em amostras de pacientes com suspeita de LC, foi
realizada utilizando o AcMo anti-mTXNPx e dois sistemas de deteccdo. O estudo de
desenvolvimento e validacdo da IHQ utilizando o AcMo anti-mTXNPX, foi publicado na revista
Frontiers in Microbiology, com o titulo Anti-mitochondrial tryparedoxin peroxidase (mTXNPX)
monoclonal antibody-based immunohistochemistry for diagnosis of cutaneous leishmaniasis
(Apéndice 2).

Entendemos que em um pais como o Brasil, que apresenta grande extenséo territorial e
diversidade de cenérios e realidades, técnicas diagndsticas que apresentem elevada acurécia,
devem ser amplamente disponibilizadas e empregadas de acordo com as diferentes realidades
locais. Desta forma, este estudo busca adicionar ao contexto atual do diagnostico da LC, uma
estratégia promissora baseada na técnica de IHQ e ainda fornece inumeras perspectivas futuras
para o desenvolvimento de outras estratégias diagnosticas utilizando os produtos obtidos neste

estudo.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Aspectos gerais da leishmaniose tegumentar

A LT é uma doenca infecciosa cronica de alta incidéncia e ampla distribuicdo
geogréfica, causada por diferentes espécies de Leishmania sp. e que se manifesta através de
diferentes formas clinicas. Esta doenca constitui um importante problema de satde publica,
especialmente por afetar as populagGes mais vulneraveis de paises em desenvolvimento, sendo
considerada uma doenca tropical negligenciada pela Organizacdo Pan-Americana da Saude
(OPAS) e Organizacdo Mundial da Satde (OMS) (PAHO, 2019; WHO, 2010).

Segundo a OMS, a LT é endémica em 88 paises, com registro anual entre 0,6 a 1 milhdo
de novos casos, sendo que 85% ocorrem no Afeganistdo, Argélia, Bolivia, Brasil, Coldmbia,
Ir4, Iraque, Paquistdo, Repuiblica Arabe da Siria e Tunisia (WHO, 2020). No periodo entre 2001
a 2019, foram registrados nas Américas 1.028.054 casos, com média de 54.108 casos por ano,
concentrados principalmente no Brasil e em paises da regido Andina (PAHO, 2020). No Brasil,
casos autoctones da doenca ja foram registrados em todos os estados. Entre 2010 e 2019, foram
notificados em média 20.265 casos por ano, sendo 43% registrados na regido Norte,
historicamente a regido mais endémica do pais. J& na regido Sudeste, Minas Gerais foi
responsavel por cerca de 75% dos casos registrados (BRASIL, 2021).

Diferentes espécies de Leishmania sdo reconhecidamente causadoras da LT no Brasil,
sendo L. braziliensis, L. amazonensis e L. guyanensis as especies de maior relevancia
epidemioldgica. Outras espécies como Leishmania (Viannia) lainsoni, Leishmania (Viannia)
naiffi, Leishmania (Viannia) lindenbergi e Leishmania (Viannia) shawi também foram
identificadas como agente causador da LT no pais, embora mais concentradas nas regides Norte
e Nordeste e com menor numero de notificacdes (DA SILVA et al., 2006; FIGUEIRA et al.,
2017; SILVEIRA et al., 2002). As diferentes espécies envolvidas na infeccdo, associadas aos
vetores e resposta imune do hospedeiro, sdo responsaveis pelo amplo espectro clinico e
diferentes graus de morbidade da doenca (BRASIL, 2017).

Classicamente, a LT manifesta-se pelo comprometimento da pele e/ou mucosa,
caracterizando a LC, a forma clinica mais frequente e LM, a mais severa. De acordo com as
caracteristicas clinicas e evolutivas a LC pode se apresentar nas seguintes formas: leishmaniose
cutanea localizada (LCL), leishmaniose cutanea disseminada (LD) e leishmaniose cutanea
difusa (LCD) (BRASIL, 2017; MARZOCHI & MARZOCHI, 1994).

A LCL, a forma mais comum, caracteriza-se pela presenca de lesGes cutaneas unicas ou

maultiplas, de fundo granuloso e bordas elevadas, em geral do tipo de Ulcera, que se localizam
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na porta de entrada da infeccdo (CONVIT et al., 1993; SILVEIRA, LAINSON & CORBETT,
2004). Embora a cura espontédnea seja frequentemente descrita, em estudo de revisdo
sistematica, apenas 6% de cura foi observada em infeccdo causada por L. braziliensis (COTA
et al., 2016). A LD é relatada em cerca de 2% dos casos, quase exclusivamente no norte e
nordeste do Brasil (CARVALHO et al., 1994; COSTA et al., 1986; GALVAO et al., 1993;
TURETZ et al., 2002). Apos o desenvolvimento das lesGes primérias, a disseminacdo do
parasito pode ocorrer por via sanguinea ou linfatica, ocorrendo diversas lesdes em segmentos
corporais distintos e consequentemente distantes do local da picada (CARVALHO et al., 1994).
No Brasil, a maioria dos casos de LD ocorre por L. braziliensis, embora esteja também
associada a L. amazonensis (TURETZ et al., 2002; SILVEIRA et al., 2005). A LCD ¢ grave,
rara e se inicia com uma macula, papula ou nédulo ndo ulcerado na porta de entrada da infeccéo,
que se dissemina de forma lenta (CONVIT & KERDEL-VEGAS, 1965). Frequentemente, esta
forma clinica estd associada a deficiéncia na resposta imune celular aos antigenos de
Leishmania e predominio de resposta Th2 (CHRISTENSEN et al., 2019; SILVEIRA et al.,
2009). No Brasil, € mais frequente na regido Norte, sendo causada apenas por L. amazonensis
(LEON et al., 1990).

A LM caracteriza-se por lesdes localizadas nas mucosas das vias aéreas superiores,
podendo ser graves e destrutivas, provavelmente devido a resposta imune celular exacerbada e
indevidamente modulada (BACELLAR et al., 2002; CARVALHO et al., 1985). A leséo
mucosa pode ocorrer apds anos da cicatrizacdo da lesdo cutanea (forma tardia), de forma isolada
(forma primaria) ou ainda junto as lesdes cutaneas, seja de forma adjacente (forma contigua)
ou a distancia (forma concomitante) (BRASIL, 2017). No Brasil, a LM corresponde a cerca de
6% dos casos de LT, com maior numero registrado nas regides Norte (37,6%) e Centro-Oeste
(21%) (BRASIL, 2021). Em geral, € causada por L. braziliensis, entretanto, outras espécies
como L. amazonensis e L. guyanensis parecem também estar associadas a esta forma clinica
(BARRAL et al., 1991, 1996; GUERRA et al., 2011; NAIFF, TALHARI & BARRETT, 1988).

Observa-se que a LT é uma doenca de complexa imunopatogénese, em que o perfil de
resposta imune a infeccdo por Leishmania sp., influencia na gravidade e em seu
desenvolvimento (CONVIT et al., 1993). Em geral, a resposta efetiva contra a infeccdo esta
associada a resposta Th1l mediada por citocinas pré-inflamatoérias como interferon (IFN)y, fator
de necrose tumoral (TNFa, do inglés Tumour Necrosis Factor) e interleucina (IL)1 e 1L12, que
levam a ativacdo dos macrofagos e a morte dos parasitos (FOLLADOR et al., 2002; NOVOA
et al., 2011). Ja a suscetibilidade e progresséo da doenca sdo mediadas por resposta Th2, com

producédo de IL4, IL5, IL10, I1L13 e fator de transformag&o do crescimento (TGFR, do inglés,
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Transforming Growth Fator) favorecendo a replicacdo e persisténcia do parasito (CACERES-
DITTMAR etal., 1993). No entanto, em humanos, a infeccdo nem sempre segue esta dicotomia,
de modo que a resposta imune local apresenta-se frequentemente balanceada (Th1/Th2) com
danos teciduais e persisténcia do parasito (CASTELLANO et al., 2009; COSTA-SILVA et al.,
2014).

A importancia da LT em termo de salde publica esté relacionada ndo apenas a sua alta
incidéncia e ampla distribuicdo, mas também associada a possibilidade de desenvolvimento de
formas clinica crbnicas, frequentemente relacionadas a cicatrizes faciais, problemas
psicossociais e estigmatizacdo, ocasionados por sequelas fisicas e psicoldgicas da doenga
(BENNIS et al., 2017; TOLEDO et al., 2013). Para superar o impacto desta doenga, sdo
necessarias acdes relacionadas a intensificagdo do diagndstico e do manejo clinico do paciente.
De acordo com a OMS, ¢ urgente a reducdo do tempo entre a suspeita e o diagndéstico da LT,
visando um tratamento mais efetivo. Desta forma, sdo necessarios e estimulados, estudos
inovadores que possam melhorar os metodos de diagnostico e disponibilizar medicamentos

mais eficazes e seguros (WHO, 2012).

2.2 Cenario atual do diagndstico da leishmaniose tegumentar

O diagndstico da LT é realizado por critérios clinicos, epidemioldgicos e por exames
laboratoriais, através de métodos parasitologicos, imunoldgicos, moleculares e
histopatoldgicos. O diagnostico baseado nas caracteristicas da lesdo e dados epidemiolégicos é
de grande importancia na suspeita de LT. No entanto, a constante expansdo geografica,
associada as diferentes formas das lesbes e semelhancas com outras doencas, torna a
confirmacéo laboratorial imprescindivel (ADRIANO et al., 2013; QUARESMA et al., 2018).
Cerca de 20% de casos clinicamente suspeitos de LT, apresentam diagndéstico confirmatorio de
outra doenca com  apresentacbes clinicas semelhantes, como  hanseniase,
paracoccidioidomicose, carcinoma, micose subcutanea e sistémica (TIRELLI et al., 2017). No
entanto, entre 2010 e 2019 no Brasil, 18,2% dos casos notificados foram diagnosticados apenas
por critério clinico-epidemioldgico, o que demonstra a dificuldade de acesso ao diagndstico
laboratorial adequado, sendo ainda mais preocupante devido a elevada toxicidade do tratamento
(BRASIL, 2021).

O método parasitologico é tradicionalmente empregado para o diagnéstico da LC,
especialmente por seu baixo custo e facil execucdo, podendo ser realizado pela pesquisa do
parasito em exame direto ou cultivo in vitro. O exame direto realizado através da aposicéo de

fragmento de bidpsia de lesdo cutanea, corado com Giemsa, apresenta sensibilidade entre 28,2
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a70% (DE MELLO et al., 2011; FABER et al., 2003; RAMIREZ et al., 2000; SCHUBACH et
al., 2001). J4 a partir de material biol6gico obtido por escarificacdo, a sensibilidade varia entre
42,5a90,4% (BOGGILD etal., 2010; DE MELLO etal., 2011; ESPIR et al., 2016; RAMIREZ
et al., 2000; REIS et al., 2008). Para a forma mucosa o diagndstico ainda é limitado, devido a
escassez de parasitos na lesdo (WEIGLE et al., 1987). Além do material bioldgico e da forma
clinica, a sensibilidade pode também estar relacionada a experiéncia do profissional, local de
amostragem e tempo de evolugéo da doenca (DE MELLO et al., 2011; RAMIREZ et al., 2000;
THOMAZ et al., 2021; WEIGLE et al., 1987).

No cultivo in vitro, o material biol6gico é inoculado em meio de cultura bifasico, em
geral NNN (Novy, McNeal, Nicolle) associado ao LIT (do inglés Liver Infusion Tryptose) e
examinado semanalmente, a fim de verificar a presenca de formas promastigotas. Esta técnica
€ muito propensa a contaminacdo por fungos e bactérias, podendo ser necessario até 30 dias
para obtencdo de resultado conclusivo, com sensibilidade variando entre 50,7 a 75,6%
(BOGGILD et al., 2008; ESPIR et al., 2016; POURMOHAMMADI et al., 2010; RAMIREZ et
al., 2000). As tecnologias de mini e microcultura apresentam como vantagens 0 menor custo
e maior praticidade, com desempenho variando de 75,0 a 100% (ALLAHVERDIYEV et al.,
2004; BOGGILD et al., 2010; LUZ et al., 2009; PAGHEH et al., 2014).

Entre as tecnicas imunoldgicas, a intradermorreacao de Montenegro (IDRM), que traduz
a resposta de hipersensibilidade tardia mediada por células T aos antigenos de Leishmania, era
historicamente a mais utilizada no diagnostico laboratorial da LT nas formas cutanea e mucosa
(MONTENEGRO, 1926). Embora o resultado positivo possa estar associado a doenca prévia
ou infeccdo assintomatica, sensibilidade entre 77% a 95,4% e especificidade entre 57 a 77,4%
foram reportadas (BOGGILD et al., 2008; ESPIR et al., 2016; FABER et al., 2003; REIS et al.,
2008; SCHUBACH et al., 2001). Por ser de simples execucdo e baixo custo, a IDRM era
amplamente utilizada no Brasil (GUARIN et al., 2006; SASSI et al., 1999). No entanto, a partir
de 2016 a producdo do antigeno de Montenegro foi interrompida devido a auséncia da
infraestrutura exigida pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) no Centro de
Producdo e Pesquisa de Imunobioldgicos, onde o antigeno era produzido no pais (BRAZ, 2019).

Na pratica clinica, a utilizacdo de testes imunoldgicos como reacdo de
imunofluorescéncia indireta (RIFI) e ensaio de imunoabsorcdo enzimatica (ELISA, do inglés
Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay) ainda € limitada, especialmente devido a presenca de
baixos niveis de anticorpos especificos em pacientes com LC (CARVALHO et al., 1994). No
Brasil, a IFI Leishmaniose Humana, produzida por BioManguinhos, Fundagéo Oswaldo Cruz

(FIOCRUZ), é o Unico teste disponivel para o diagnéstico laboratorial na rede publica
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(BRASIL, 2017). No entanto, é indicada somente para o diagndstico complementar da LM,
apresentando sensibilidade entre 65 e 75,4% e especificidade variando entre 70 e 89,2%
(BARROSO-FREITAS et al., 2009; OLIVEIRA, 2018).

Na literatura cientifica, o uso de antigeno soltvel de Leishmania (AgSL) no ELISA é
amplamente descrito, apresentando sensibilidade variavel, principalmente devido as diversas
metodologias de preparacéo do antigeno e diferencas antigénicas entre isolados e espécies de
Leishmania. A ocorréncia de reatividade cruzada com outras doengas infecciosas também
dificulta sua aplicacdo (CELESTE et al., 2014; COELHO et al., 2016; DUARTE et al., 2015;
LIMA et al., 2017). Atualmente, existe interesse crescente na identificacdo e caracterizacéo de
antigenos purificados, recombinantes ou até mesmo peptideos sintéticos que possam ser
utilizados para aumentar a sensibilidade e a especificidade dos testes soroldgicos no diagndéstico
da LT. Visando identificar potenciais candidatos para o diagnostico, diferentes metodologias
tém sido empregadas, como ferramentas de bioinformatica (FLOREZ et al., 2017; MENEZES-
SOUZA et al., 2014a, 2014b, 2015a, 2015b), biblioteca de expressdo de cDNA (AMORIM et
al., 1996), técnicas exibicdo de fago (COSTA et al., 2016; LINK et al., 2017), abordagem
imunoprotedmica (COELHO et al., 2016; DUARTE et al., 2015; LAGE et al., 2019; LIMA et
al., 2017) e isolamento e purificacdo de glicoconjugados (DE SOUZA et al., 2018, GOMES-
SILVA et al., 2008). Desta forma, a capacidade de diagnosticar maior nimero de pacientes
através de uma técnica relativamente simples e potencialmente rapida, faz com que os testes
imunoldgicos sejam promissores, podendo melhorar o cenario do diagndstico da LT.

Um dos avancos recentes no diagnostico laboratorial da LC foi a producdo e
comercializacdo do teste rapido CL Detect™ (InBios International Inc., Seattle, WA, EUA).
Trata-se de um teste baseado em imunocromatografia de fluxo lateral que detecta a de
Leishmania spp., utilizando anticorpo anti-antigeno especifico. Em regides onde LC é causada
por Leishmania (Leishmania) major e Leishmania (Leishmania) tropica, este teste apresentou
sensibilidade entre 59 e 73%, com mais de 90% de especificidade (BENNIS et al., 2018; VINK
etal., 2018). Ja no Sri Lanka e no Suriname, onde a LC é causado por Leishmania (Leishmania)
donovani e L. guyanensis, respectivamente, sensibilidade proxima de 36% foi relatada (DE
SILVA et al.,, 2017; SCHALLIG et al., 2019). Atualmente no Brasil, este teste ndo é
comercializado, entretanto, o LSH Cutanea ECO Teste, (ECO Diagnostica, Minas Gerais,
Brasil), utiliza o mesmo principio para deteccdo do mesmo antigeno, mas ndo foram
encontrados na literatura, estudos avaliando o desempenho deste teste no pais.

Métodos moleculares também constituem uma alternativa para o diagndstico da LT, por

meio da reacdo em cadeia da polimerase (PCR, do inglés Polymerase chain reaction)
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convencional ou em tempo real (qPCR, do inglés quantitative real time PCR). Dependendo do
alvo escolhido, a técnica pode apresentar alta sensibilidade e especificidade e até mesmo
possibilitar a diferenciacdo das espécies através da PCR-RFLP (do inglés Restriction fragment
length polymorphism), PCR-HRM (do inglés High-Resolution Melting) ou do sequenciamento
gendmico do fragmento amplificado (GARCIA et al., 2004; ROJAS-JAIMES et al., 2019;
SCHONIAN et al., 2003). Entre os alvos mais utilizados para o diagndstico da LT, estdo
diferentes regides do DNA minicircular do cinetoplasto (KDNA), que tém apresentado
sensibilidade maior que 94% (PIRMEZ et al., 1999; RODRIGUES et al., 2002; ROMERO et
al., 2001). Outros alvos como a regido intergénica do espacador interno transcrito 1 (ITS1, do
inglés Internal transcribed spacer), genes da subunidade menor do RNA ribossomal (SSU
rRNA, do inglés Small subunit ribosomal ribonucleic acid), também sdo amplamente utilizados
(SCHONIAN et al., 2003; VAN EYS et al., 1992). Visando a identificacdo de espécies de
Leishmania, a clivagem enzimatica de regides do gene hsp70 com a enzima de restricdo Haelll,
tem se mostrado capaz de distinguir as espécies de Leishmania sp. patogénicas para 0 homem,
que circulam no Brasil (GARCIA et al., 2004). Entretanto, estas técnicas moleculares, séo
complexas, de alto custo e ainda necessitam de padronizacdo, estando restritas a centros de
referéncia e pesquisa.

Um avanco entre os metodos moleculares foi o desenvolvimento da técnica de
amplificacdo isotérmica de DNA através do LAMP (do inglés loop-mediated isothermal
amplification) ou RPA (do inglés recombinase polymerase amplification) (COSSIO et al.,
2021; LOBATO & O’SULLIVAN, 2018; NOTOMI et al., 2000; SALDARRIAGA et al.,
2016). Para o diagnodstico da LC é comercializado em alguns paises o teste Loopamp™
Leishmania Detection (Eiken Chemical Co. Tokyo, Japan), que utiliza como alvos 0 18S rDNA
e 0 kDNA, apresentando sensibilidade e especificidade variando entre 84,8 e 93,4% e entre
42,9 e 94,1%, respectivamente (SCHALLIG et al., 2019; VINK et al., 2018). No Brasil, ainda
ndo existe nenhum kit comercial para o diagnostico da LT baseado nessas técnicas.

O exame histopatoldgico (HE, do inglés histopathological examination), realizado a
partir de material biologico parafinado e corado por hematoxilina-eosina € tradicionalmente
utilizado para o diagnostico da LT, como auxiliar no diagnostico diferencial com outras
doencas, como paracoccidioidomicose, hanseniase e neoplasias. O quadro histopatoldgico
tipico da LT é caracterizado por difuso infiltrado inflamatorio rico em histidcitos, plasmacitos
e linfdcitos, com presenca de granuloma e hiperplasia epidérmica (DUARTE & ROCHAEL,
2006; MAGALHAES et al., 1986a). No entanto, estas alteracdes histopatoldgicas podem

apresentar grande variabilidade em funcdo do tempo de evolucédo da lesdo, resposta terapéutica
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e resposta imune do hospedeiro (BRYCESON, 1969; MAGALHAES et al., 1986b; NICOLIS
etal., 1978; RIDLEY etal., 1980). Desta forma, para a confirmacdo do diagndstico é necessario
a identificacdo de formas amastigotas do parasito, que nem sempre é de facil visualizagdo.
MAGALHAES et al. (1986a), por meio da técnica histopatoldgica, identificaram parasitos em
apenas 63,7% dos pacientes com LC e 37,5% dos pacientes com LM. Nas lesdes causadas por
L. braziliensis, a escassez ou a degradacdo parcial dos parasitos dificultam ainda mais a analise
e interpretacdo dos achados histopatologicos (BRUJIN et al., 1993; WEIGLE et al., 1987).
Desta forma, diferentes técnicas tém sido propostas visando facilitar a identificacdo dos
parasitos e, neste contexto, a técnica de IHQ se apresenta como valiosa ferramenta para auxiliar

no diagnostico laboratorial da LT.

2.3 Imuno-hitosquimica para o diagnostico da leishmaniose tegumentar

A técnica de IHQ foi descrita por COONS, CREECH & JONES (1941) e permite
identificar e localizar antigenos em cortes histoldgicos, através do uso de anticorpos especificos
que, apos revelacao, produzem coloragéo visivel ao microscopio otico. Trata-se de uma técnica
simples que tem sido aprimorada ao longo do tempo, especialmente nas etapas de recuperacao
antigénica e aperfeicoamento no sistema de deteccdo (SHI, KEY & KALRA, 1991; SKALAND
et al., 2010). Desta forma, a IHQ vem sendo amplamente utilizada, especialmente para o
diagnostico de neoplasias, doencas neurologicas, infecciosas e parasitarias (BASZLER et al.,
1995; EYZAGUIRRE & HAQUE, 2008; RAMOS-VARA, 2005).

Na IHQ, o material bioldgico obtido a partir da bidpsia é fixado, em geral com formol
tamponado 10%, a fim de preservar estruturas e inativar enzimas (DAPSON, 1993; FOX et al.,
1985; MASON & O’LEARY, 1991). Esta acéo do formol pode acarretar reducao da reatividade
dos antigenos, sendo frequentemente necessario o empregado de técnicas de recuperacao
antigénica, seja através do calor, acdo enzimatica ou detergente. Estes procedimentos visam
quebrar ligacGes cruzadas e recuperar a configuracdo estrutural do antigeno e,
consequentemente, melhorar o reconhecimento pelo anticorpo especifico (WERNER,
WASIELEWSKI & KOMMINOTH, 1996).

Para a visualizacdo da reacao antigeno-anticorpo, em geral sdo utilizados sinalizadores
como compostos fluorescentes ou mais frequentemente enzimas, como peroxidase ou fosfatase
alcalina, que na presenca de substrato especifico e cromdgeno, produzem precipitado colorido
no local da reacdo (TAYLOR et al., 2006). Estes sinalizadores podem se ligar diretamente ao
anticorpo primario (sistema de detec¢do direto) ou a anticorpos secundarios ou terciarios
(sistema de deteccdo indireto), possibilitando amplificacdo do sinal (RAMOS-VARA, 2005).
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Entre os sistemas de deteccdo indireta, estio o complexo avidina-biotina (ABC, do inglés
avidin—biotin complex), avidina-biotina marcada (LAB, do inglés labeled avidin-biotin),
estreptoavidina-biotina marcada (LSAB, do inglés labeled streptavidin—biotin), peroxidase
anti-peroxidase (PAP), fosfatase alcalina anti-fosfatase alcalina (APAAP, do inglés Alkaline
Phosphatase Anti Alkaline Phosphatase) e ainda sistemas de detecg@o por polimeros (ELIAS,
MARGIOTTA & GABORC, 1989; HSU; RAINE & FANGER, 1981; SABATTINI et al.,
1998).

Atualmente, os sistemas de deteccdo por polimero complexados com enzimas sdo
amplamente utilizados, possibilitando redugéo do tempo da reacdo, maior dilui¢cdo do anticorpo,
além de apresentar sensibilidade igual ou superior aos sistemas tradicionais ABC, LAB ou
LSAB com menor coloracdo de fundo, devido a auséncia de reacdo inespecificas da biotina ou
avidina (SABATTINI et al., 1998; VOSSE et al., 2007). Entre os diferentes sistemas de
deteccdo por polimero, variagbes na sensibilidade e especificidade da IHQ também sdo
observadas (PETROSYAN et al., 2013; RAMOS-VARA, 2005; SKALAND et al., 2010).

Além do tipo de recuperacdo antigénica e sistema de deteccao utilizado, outras variaveis
analiticas ou pré-analiticas podem afetar drasticamente o desempenho da técnica de IHQ, como
tempo de fixacéo, tipo e diluicdo do anticorpo e tempo de bloqueio (ENGEL & MOORE, 2011,
LIN & CHEN, 2014). Entre tantas variaveis, a adequada padronizacdo da IHQ é etapa essencial
para garantir que o anticorpo reconheca adequadamente o antigeno pesquisado e possa alcancgar
um forte sinal de coloragdo, com pouca ou nenhuma coloracgdo de fundo, utilizando a mais alta
diluicdo do anticorpo e o menor tempo de reacao possivel (LIN & CHEN, 2014).

Para o diagndstico da LT, a técnica de IHQ vem sendo utilizada desde a década de 80,
apresentando superioridade em relacdo ao exame histopatoldgico, sobretudo em lesGes
contendo poucos parasitos (LIVNI et al., 1983; LYNCH et al., 1986; SELLS & BURTON,
1981). A IHQ, utilizando soro hiperimune anti—Leishmania (Viannia) panamensis e anti—L.
braziliensis, foi avaliada para o diagnostico de pacientes com LC proveniente de regides onde
predominam estas espécies, apresentando sensibilidade de 60,6% e 58,5%, respectivamente
(SALINAS et al., 1989; SCHUBACH et al., 2001). J& empregando soro de coelho anti—
Leishmania (Leishmania) infantum, recuperacdo antigénica induzida por calor e sistema de
deteccdo do tipo LSAB, sensibilidade entre 68,8% a 80% foram reportadas (AMATO et al.,
2009; QUINTELLA et al., 2009). Recentemente, GONZALEZ et al. (2019) utilizaram soro de
camundongo anti-L. amazonensis na técnica IHQ para o diagndstico de pacientes com LT no

Panama e reportaram sensibilidade de 76,1%, utilizando o mesmo sistema de deteccao.
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No Brasil, outros trabalhos reforcam o uso da IHQ no diagndstico da LT. ALVES et al.
(2013) utilizaram soro hiperimune de cées naturalmente infectados com L. infantum e sistema
de deteccdo do tipo LSAB na técnica IHQ e reportaram sensibilidade de 91,8%. Posteriormente,
MARQUES et al. (2017), em estudo multicéntrico com pacientes provenientes de trés estados
do pais, usando o mesmo protocolo de IHQ descrito por ALVES et al. (2013), reportou
sensibilidade de 70,5%.

Poucos estudos avaliaram o0 uso de AcMo na IHQ para o diagnostico da LT. Na América
Central, o AcMo G2D10 produzido contra antigeno de membrana de promastigotas de
Leishmania gerbilli, foi empregado na IHQ para o diagnostico de pacientes com LC,
apresentando sensibilidade de 51% (KENNER et al. 1999). Estudos posteriores avaliaram o uso
deste anticorpo na IHQ para o diagnostico de leishmaniose dérmica pds-calazar (PKDL, do
inglés Post-kala-azar dermal leishmaniasis) causada por L. donovani em pacientes da india,
com sensibilidade entre 80 a 88% (BEENA, RAMESH & MUKHERJEE, 2003; SALOTRA et
al., 2003). No Ird, AcMo anti-antigeno especifico de L. major e L. tropica foi empregado na
IHQ para o diagnostico de pacientes com lesdes cutaneas tipicas e atipicas, apresentando
sensibilidade de 97% e 94%, respectivamente. Na ocasido, o desempenho observado para IHQ,
foi semelhante ao obtido para PCR (94% e 100%) e superior a histopatologia (70% e 71%) e a
citologia (79% e 58%) (SHIRIAN et al. 2014).

Embora avancos na técnica de IHQ tenham sido descritos nas Gltimas decadas, para o
diagnostico da LT ainda sdo utilizados predominantemente soros hiperimunes e sistema de
deteccdo baseado em biotina (ALVES et al., 2013; AMATO et al., 2009; GONZALEZ et al.,
2019; LUNEDO et al., 2012; MARQUES et al., 2017; QUINTELLA et al., 2009; SALINAS et
al., 1989; SCHUBACH et al., 2001). Diante do exposto, uma alternativa para o diagnostico da
LT no Brasil, pode estar relacionada ao desenvolvimento da técnica de IHQ, utilizando AcMo
contra antigeno compartilhado entre as espécies de Leishmania mais prevalentes no Brasil e
sistemas de deteccdo compostos por polimeros, contribuindo para melhorar a sensibilidade na
deteccdo das formas amastigotas do parasito in situ, essencial para a confirmacdo do

diagnostico da LT.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Desenvolver e validar a técnica de IHQ utilizando AcMo para o diagndstico da LC.

3.2 Objetivos especificos

Identificar e selecionar potenciais alvos antigénicos para o diagnostico da LT;
Produzir os antigenos recombinantes selecionados;

Produzir os anticorpos monoclonais contra os antigenos selecionados;
Padronizar e validar a técnica de IHQ para o diagnostico da LC;

Comparar o desempenho da IHQ com das técnicas parasitoldgicas (exame direto e cultivo

in vitro) e exame histopatologico, para o diagnostico da LC.
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4. METODOLOGIA

4.1 ldentificacdo de potenciais alvos antigénicos

A fim de identificar potenciais alvos antigénicos para o diagndstico da leishmaniose
tegumentar, foi realizada uma revisdo sisteméatica desenvolvida com base no Manual de
RevisGes Sistematicas para Acuracia de Testes Diagndsticos da Cochrane, seguindo as etapas
propostas pelo manual PRISMA (do inglés Preferred Reporting Items for Systematic Reviews
and Meta-Analyses) para acuracia de testes diagnostico (HIGGINS & THOMAS, 2020;
MCINNES et al., 2018). O protocolo desta revisdao foi registrado em banco de dados
internacional de revisdes sistematicas (PROSPERO: CRD42020213311).

4.1.1 Fontes de informacao e selecao de estudos

Foram realizadas buscas sistematizadas nas seguintes bases eletronicas de dados:
Medline (acessado via PubMed), LILACS (acessado via Biblioteca Virtual em Saude — BVS),
Embase e Cochrane, sem restricdo de datas de publicacéo. Para a base de dados do Medline, foi
utilizada estratégia de busca abrangente com palavras-chave e descritores MeSH (do inglés
Medical Subject Headings) (Figura 1). Esta estratégia de busca foi adaptada para cada banco
de dados e pesquisas complementares foram realizadas por meio da analise das referéncias

incluidas nos artigos selecionados.

Figura 1 Estratégia utilizada para busca no Medline

(I C((("Leishmaniasis, Cutaneous"[MeSH Terms]) OR "Leishmaniasis,
Cutaneous"[Title/Abstract]) OR "Cutaneous Leishmaniasis"[Title/Abstract]) OR "Leishmaniases,
Cutaneous"[Title/Abstract]) OR "Cutaneous Leishmaniases"[Title/Abstract]) OR "Tegumentary
Leishmaniasis"[Title/Abstract]) OR "Leishmania (Leishmania)"[Title/Abstract]) OR "Leishmania
(Viannia)"[Title/Abstract])) OR "Leishmania amazonensis"[Title/Abstract]) OR "Leishmania
panamensis"[Title/Abstract]) OR "Leishmania braziliensis"[Title/Abstract]) OR "Leishmania
guyanensis"[Titie/Abstract]) OR "Leishmania mexicana"[Title/Abstract]) OR "Leishmania

maijor"[Title/Abstract]) OR "Leishmania tropica"[Title/Abstract])))) AND
CCCCeeeeeeeccoe e mmunologic Tests"[MeSH Terms]) OR "Immunologic
Tests"[Title/Abstract]) OR "Immunological Tests"[Title/Abstract]) OR

"Immunodiagnosis"[Title/Abstract])) OR "Immunodiagnoses"[Title/Abstract])) OR "Serologic
tests"[MeSH Terms]) OR "Serologic Tests"[Title/Abstract]) OR "Diagnostic Test"[Title/Abstract])
OR "Immunoassay'[MeSH Terms]) OR "Immunoassay"[Title/Abstract]) OR "Recombinant
Proteins"[MeSH Terms]) OR "Recombinant Proteins"[Title/Abstract]) OR "Antigens"[MeSH
Terms]) OR "Antigens"[Title/Abstract]) OR "Antigen"[Title/Abstract]) OR "Antibodies"[MeSH
Terms]) OR "Antibodies"[Title/Abstract]))))) AND (((((((((((((((("Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay"[MeSH Terms]) OR "Enzyme-Linked Immunosorbent Assay"[Title/Abstract]) OR "Enzyme
Linked Immunosorbent Assay"[Title/Abstract]) OR "ELISA"[TitlefAbstract]) OR "Blotting,
Western"[MeSH Terms]) OR "Blotting, Western"[Title/Abstract]) OR "lmmunochromatographic
Assay"[Title/Abstract]) OR "Immunochromatographic"[Title/Abstract]) OR "rapid diagnostic
test"[Title/Abstract]) OR "RDT"[Title/Abstract]) OR "Point-of-Care Systems"[MeSH Terms]) OR
"point-of-care"[Title/Abstract]) OR "point of care"[Title/Abstract])) OR ("Sensitivity and
Specificity"[MeSH Terms])) OR "Sensitivity"[Title/Abstract]) OR "Specificity"[Title/Abstract])

Fonte: elaborado pelo autor
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4.1.2 Critérios de inclusao e exclusdo

Foram incluidos artigos originais de pesquisa que relatam o desempenho, em termo de
sensibilidade e especificidade, de testes imunolégicos baseados na detec¢do de anticorpos ou
antigenos, usando proteinas purificadas ou recombinantes, peptideos sintéticos, anticorpos
policlonais ou monoclonais para o diagnostico de LT, LC ou LM em humanos.

Foram considerados os seguintes critérios de excluséo: avaliacdo de testes soroldgicos
com base em AgSL; apenas amostras ndo-humanas foram testadas (por exemplo, amostras
caninas); sensibilidade e especificidade dos testes imunol6gicos ndo foram apresentadas ou ndo
puderam ser calculadas; menos de cinco amostras testadas; auséncia de informagao sobre o

teste referéncia e antigeno néo especifico de Leishmania.

4.1.3 Processo de selecéo e extracédo de dados e avaliagdo do risco de vies

As publicacbes foram recuperadas de cada banco de dados e as duplicatas foram
removidas, atraves do EndNote (LORENZETTI & GHALI, 2013). Com base nos critérios de
inclusdo e exclusdo, dois revisores independentes analisaram o titulo e resumo de cada
publicacdo, utilizando o programa Rayyan (OUZZANI et al., 2016). Foi realizada a leitura na
integra dos estudos selecionados visando confirmar sua elegibilidade ou excluir, no caso da
identificacdo de algum critério de exclusdo. As discrepancias foram resolvidas
consensualmente apos discusséo.

Os dados foram extraidos independentemente por dois pesquisadores diretamente dos
artigos completos e posteriormente confirmados por um terceiro pesquisador. Em caso de
discordancia, a decisdo final foi tomada por consenso. Posteriormente, os dados foram
compilados em tabelas de contingéncia 2x2, contendo os numeros de pacientes verdadeiros
positivos, falsos positivos, verdadeiros negativos e falsos negativos. Além disso, foram
extraidos os seguintes itens: procedéncia dos participantes (pais de origem); teste imunologico
utilizado; tipos de antigeno ou anticorpo; espécies de Leishmania e teste padrdo de referéncia
usado para confirmacdo da doenca.

A fase de desenvolvimento de cada estudo foi avaliada de acordo com os critérios
descritos por LEEFLANG & ALLERBERGER (2019). De forma simplificada: (a) Fase 1 -
Validade cientifica: engloba os estudos de prova de conceito, em que a sensibilidade é estimada
em pacientes doentes e a especificidade em amostras saudaveis; (b) Fase 2 - Validacao técnica:
avaliacdo da repetibilidade, reprodutibilidade, limites de deteccdo e ponto de corte; (c) Fase 3
- Desempenho clinico: avaliacdo de desempenho em pacientes sintométicos na prética clinica;

(d) Fase 4 - Ensaio clinico randomizado: avaliagdo do efeito do teste no desfecho do paciente.
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Para avaliacdo do risco de viés e aplicabilidade dos estudos incluidos, foi utilizado o
método QUADAS-2 (do inglés Quality Assessment of Diagnostic Accuracy Studies)
(WHITING et al., 2011). Essa ferramenta permite verificar a semelhancas e diferencgas entre os
estudos através de questdes estruturadas, que englobam quatro dominios principais: selecdo de
paciente, teste de indice, teste padrdo de referéncia e fluxo/tempo. Cada dominio é avaliado de
acordo com o risco de Vviés e 0s trés primeiros dominios também sdo avaliados em relacdo a

aplicabilidade do teste.

4.1.4 Sintese dos dados

Os desempenhos dos alvos antigénicos foram apresentados em quatro grupos, de acordo
com o teste imunoldgico e a forma clinica, sendo: 1) ELISA para o diagnostico da LT; 2) ELISA
para o diagnostico da LC; 3) Outros testes imunolégicos para o diagnostico da LC e 4) ELISA
para 0 diagndstico da LM. Os resultados de desempenho obtidos para cada antigeno ou
anticorpo foram: sensibilidade (probabilidade de um teste positivo entre casos ou individuos
com doenca confirmada) e especificidade (probabilidade de um teste negativo entre controles
ou individuos sem doenca). Os gréaficos de florestas que mostram os valores de sensibilidade e
especificidade dos antigenos, incluindo intervalos de 95% de confianga (1C95%), foram criados
usando Review Manager 5.4.

Vaérios estudos apresentam diferentes avaliagdes de desempenho para 0 mesmo
antigeno, sendo considerado, por exemplo, diferentes pontos de corte (cut-off) ou diferentes
grupos de pacientes ndo-caso, como pacientes saudaveis ou com outras doencas. Quando
possivel estes resultados foram agrupados e apenas uma taxa de sensibilidade e de
especificidade, incluindo todos os pacientes avaliados foi apresentada. Quando néo foi possivel,
optamos por apresentar os dados que refletem melhor a realidade, como por exemplo, grupo de
pacientes ndo-caso composto por individuos com outras doengas ou o ponto de corte com

melhor desempenho.

4.2 Selecao dos alvos antigénicos

Com base nos potenciais alvos antigénicos encontrados na revisdo sistematica e
considerando o papel biolégico dos antigenos, assim como a disponibilidade prévia do
minigene no laboratorio, viabilizando a producdo do antigeno recombinante, foram
selecionados seis antigenos, que com caracteristicas distintas, apresentam elevado potencial

para serem empregados na técnica de IHQ. No Apéndice 3, econtra-se descrito algumas das
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caracteristicas que fizeram com que os seguintes antigenos fossem selecionados: mTXNPX,
LACK, sAcP, KMP-11, LbPH e MAPKA4.

A similaridade das sequéncias polipeptidicas dos antigenos de L. braziliensis foi
analisada, contra sequéncias das principais espécies de Leishmania associadas a LT no pais
(L.guyanensis; L. amazonensis), além de Homo sapiens e Mus musculus, utilizando o algoritmo
BLASTp (Basic Local Alignment Search Tool; http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) (ALTSCHUL et
al., 1997).

4.3 Producédo dos antigenos recombinantes
4.3.1 Clonagem dos genes que codificam os antigenos selecionados

As sequéncias de aminoacidos dos antigenos selecionados foram submetidas a predicéo
de epitopos de células B, por meio dos programas preditores BCPRED (B-cell epitope
prediction server) (CHEN et al.,, 2007; EL-MANZALAWY & HONAVAR, 2010; EL-
MANZALAWY, DOBBS & HONAVAR, 2008) e BEPIPRED (Immune Epitope Database
Analysis Resource) (PETERS et al., 2005), usando um ponto de corte 0,5 (threshold=0,5), para
selecionar as regifes que agregavam maiores quantidade de epitopos. Dos antigenos
selecionados, LACK e sAcP, tiveram suas sequéncias polipeptidicas redesenhadas. Os outros
antigenos apresentaram epitopos distribuidos de forma regular por toda sequéncia
polipeptidica, por isso foram mantidas as sequéncias génicas nativas. A LACK apresentou trés
regides potencialmente antigénicas, definidas pela localizacdo de epitopos preditos, ja a SAcP
apresentou duas regides antigénicas preditas. As sequéncias nucleotidicas foram obtidas por
retrotraducdo das sequéncias de aminoacidos das regiGes antigénicas selecionadas e foram
construidos minigenes, utilizando o programa BioEdit (Biological Sequence Alignment Editor).

Foram inseridas na extremidade 5” (5 linha) de todas as sequéncias nucleotidicas, o sitio
de clivagem para a enzima BamHI ¢ na extremidade 3’ (3 linha), o codigo de parada e o sitio
de clivagem para a enzima Hindlll (Apéndice 4). As sequéncias nucleotidicas que codificam
para os antigenos selecionados foram enviadas para a empresa GenScript (Piscataway, NJ,
EUA), onde foram otimizadas e sintetizadas, exceto a sequéncia que codifica para a a. Neste
estudo, foi utilizado o plasmideo pET28a contendo a sequéncia da mTXNPx de L. infantum,
adquirida previamente pelo nosso grupo de pesquisa. Esta sequéncia nucleotidica apresenta
elevada identidade com a sequéncia de L. braziliensis (86,7%). As outras sequéncias também
foram inseridas no plasmideo pET28a, que tem como promotor o gene T7, além de um gene de
resisténcia para kanamicina (Figura 2). Apds a clonagem, os produtos das construcdes foram
liofilizados e enviados para o Instituto René Rachou (IRR), FIOCRUZ.
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Figura 2 Plasmideo de expressdo em bactéria pET-28a.
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GAAAGGAAGCTGAGTTGGCTGCTGCCACCGCTGAGCAATAACTAGCATAACCCCTTGGGGCCTCTAAACGGGTCTTGAGGGGTTTTTTG
-—
T7 terminator primer #69337-3
pET-28a-c(+) cloning/expression region

Legenda: (a) Origem de replicacéo (Ori); (b) Regido promotora (T7 promoter); (c) Sitio de ligagdo ao ribossomo;
(d) Sequéncia que codifica para os residuos de histidina; (e) Sitio de Mdltipla clonagem; (f) Regido que confere
resisténcia a kanamicina. Fonte: Novagem. Disponivel em:

<https://www.merckmillipore.com/BR/pt/product/pET-28a+-DNA-Novagen,EMD_BI0-69864#anchor_USP>.
Acesso em: 26 abril 2021.

As construcdes foram denominadas pET28a-mTXNPX, pET28a-LACK, pET28a-sAcP,
pPET28a-KMP-11, pET28a-LbPH e pET28a-MAPK4. A Tabela 1 apresenta as especificaces
das construcbes em relacdo a sequéncia nucleotidica (nUmero de pares de bases — pb) e ao

antigeno gerado (numero de aminoacidos e peso molecular).
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Tabela 1 EspecificagOes das construcdes sintetizadas pela GenScript (Piscataway, NJ, EUA)
e dos antigenos gerados.

*Foi considerado o peso molecular médio de um aminoéacido como 0,11 kDa. Fonte: elaborado pelo autor.

) Tamanh_o da ) Peso
Antigenos ISk Construcoes sequénglq N“F“er,o _de Molecular*
acesso nucleotidica | aminoacidos

(pb) (kDa)
MTXNPX Q95U89 LEIIN PET28a-mTXNPx 678 226 24,86
LACK A4HGX7_LEIBR | pET28a-LACK 630 210 23,10
SAcP A4HQGY _LEIBR | pET28a-sAcP 309 103 11,33
KPM11 A4HMP3_LEIBR | pET28a-KMP-11 276 92 10,12
LbPH A4HIR9 _LEIBR | pET28a-LbPH 1074 358 39,38
MAPK4 A4HA94 LEIBR | pET28a-MAPKA4 1089 363 39,93

As construcdes foram transformadas em bactérias (Escherichia coli DH5a ou
Escherichia coli TOPO 10) para multiplicacdo dos plasmideos recombinantes e em diferentes
linhagens de expressdo [Escherichia coli BL-21Star; Escherichia coli BL-21 (DE3) pLysS e
Escherichia coli ArcticExpress (DE3)]. Para isso, 200 ng de cada construcao foram adicionados
em 100 pL de bactérias competentes, que foram incubadas por 15 minutos (min) no gelo, 1 min
a 42°C em banho-maria e 10 min no gelo. Apos a transformacdo por choque térmico, foram
adicionados 500 pL de meio S.O.C. (Triptona 2%; Extrato de levedura 0,5%; NaCl 8,55 mM,;
KCI 2,5 mM; MgCl, 20 mM; Glicose 20 mM; pH 7,0), seguido por incubacéo de 1 hora, a
37°C, sob agitacdo (200 rpm). As bactérias foram entéo plaqueadas em meio Luria Bertani (LB)
agar (Triptona 1%; Extrato de levedura 1%; NaCl 85,5 mM; Agar bacterioldgico 1,5%; pH 7,0)
contendo 30 pg/mL de kanamicina e incubadas em estufa a 37°C, por aproximadamente 18
horas. Posteriormente, as col6nias de bactérias transformadas, foram selecionadas e expandidas
em LB liquido (Triptona 0,5%; Extrato de levedura 5%; NaCl 85,5 mM; Glicose 11 mM; pH
7,0) contendo 30pg/mL de kanamicina e incubadas a 37°C sob agitacao (200 rpm) por 18 horas.

A partir destes cultivos, o DNA plasmidial foi extraido utilizando o kit PureYield™
Plasmid Midiprep System (Promega - Madison, WI, EUA), de acordo com as instrucfes do
fabricante. Em seguida, para confirmar a presenca das sequéncias nucleotidicas foi realizada a
clivagem enzimatica das constru¢cbes com 15 uL. DNA plasmidial, BamHI (10U), HindllI
(10U), 2 ug albumina de soro bovino (BSA, do inglés Bovine Serum Albumin) e Tampédo E. As
reacOes foram incubadas no termociclador ProFlex™ (Thermo Fisher Scientific - Waltham,
MA, EUA) por 2 horas a 37°C e 10 min a 65°C. Os produtos das reacdes de clivagem foram

analisados por eletroforese em gel de poliacrilamida 6% e corado com nitrato de prata 0,2%.
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Apos a confirmacdo da transformacdo das bactérias, através da visualizacdo da banda
com tamanho correspondente as sequéncias nucleotidicas, os cultivos foram aliquotados com

adicao de 10% de glicerol estéril e armazenados a -70°C.

4.3.2 Expressao, lise e desnaturacdo dos antigenos recombinantes

Para cada uma das constru¢des, além das diferentes linhagens de bactérias de expressao,
foram testadas também diferentes condicGes de cultivo, como meio de cultivo, concentracéo de
isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG), temperatura e tempo de cultivo ap6s inducéo.
A melhor linhagem de bactéria de expressao para cada construcdo, foi cultivada em meio de
cultivo contendo 30 pg/mL de kanamicina e incubada a 37°C sob agita¢do (200 rpm) por 18
horas. Em seguida, o cultivo foi expandido (1:25) para volume final de 2 litros de meio de
cultivo, contendo 30 pg/mL de kanamicina e mantido nas mesmas condicdes (37°C e 200 rpm)
até atingir densidade optica (DO)sgo entre 0,6 e 0,8. A expresséo dos antigenos recombinantes
foi induzida com IPTG e o cultivo foi novamente incubado, sob agitacdo (200 rpm), de acordo
com as condigdes previamente estabelecidas (Tabela 2).

Tabela 2 Condicdes utilizadas para producéo de cada antigeno recombinante.

~ Linhagem de bactériasde | Meio de T°C pbs- | Tempo pds-

Clsilees expressao cultura L=re] inducdo | inducdo
PET28a- mTXNPx E. coli BL21 Star LB liquido imM 37°C 18 horas
pET28a-LACK E. coli BL21 Star LB liquido 0,75mM | 16°C 18 horas
pPET28a-sAcP E. coli ArcticExpress (DE3)? | 2xYT imM 37°C 18 horas
pET28a-KMP-11 E. coli BL21 Star LB liquido imM 37°C 4 horas

pET28a-LbPH E. coli ArcticExpress (DE3)? | 2xYT imM 37°C 18 horas
pET28a-MAPK4 E. coli BL21 Star 2xXYT imM 37°C 18 horas

Legenda: [IPTG]: concentracdo de isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside; LB: Luria Bertani; 2xYT: (Triptona
1,6%; Extrato de levedura 1%; NaCl 85,5 mM; Glicose 11mM; pH 7,0); 2adi¢do de 25 pg/mL de gentamicina.
Fonte: elaborado pelo autor

Ap0s o periodo de inducdo, as bactérias foram centrifugadas por 20 min, a 10.000g a
4°C, usando centrifuga Heraeus™ Megafuge™ 40R (Thermo Fisher Scientific). Para cada grama
de sedimento bacteriano foram adicionados 12 mL de tampéo de lise (NaCl 0,5 M; EDTA 0,2
mM; Sucrose 3%; Triton X 100 1%; Tris base 50 mM), 200 pg/mL de lisozima (Sigma-Aldrich,
San Luis, MO, EUA), 20 pg/mL de DNAse (Thermo Fisher Scientific) e 1 mL de coquetel
inibidor de protease (Sigma-Aldrich). Em seguida, o extrato de bactérias foi incubado por 15
min, sob agitacdo no gelo e posteriormente submetido a ultrasonicacdo (VC-750, SONICS
VIBRA-CELL — Sonics e Materials, Newton, CT, EUA) por cinco ciclos de 30 segundos (s),

com intensidade de 40% e intervalos de 1 min entre os ciclos. O lisado de bactérias foi entdo
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centrifugado por 40 min, a 13.000g a 4°C e o sobrenadante foi separado e armazenado. Esse
procedimento foi repetido com o sedimento residual de bactérias para maximizar a extracdo dos
antigenos soltveis. Em seguida, os antigenos que nao se solubilizaram (fracdo insoltvel) foram
submetidos a um protocolo de desnaturacdo com solucdo contendo reagentes caotrépicos. Para
isso, cada grama do sedimento foi ressuspendido com 4 mL de tampé&o de lavagem de corpos
de inclusdo (NaCl 0,5 M; EDTA 0,2 mM; Tris base 50 mM; Ureia 3 M), posteriormente
incubado sob agitacdo por 15 min, em temperatura ambiente e submetido a sonicacgdo, nas
mesmas condi¢Oes anteriores. Em seguida, a preparacgéo foi centrifugada por 40 min, a 13.000g
a 4°C, sendo o sedimento novamente ressuspendido com tampéo de lavagem de corpos de
inclusdo e os procedimentos de ultrasonicacdo repetidos. Ap6s nova etapa de centrifugacdo a
13.000g, por 40 min a 4°C, cada grama de sedimento foi ressuspendido com 20 mL de tampéao
de solubilizacédo de corpos de incluséo [NaCl 0,2 M; Tris base 10 mM; NaH2PO410 mM. GuHClI
6M e 2-B-mercaptoetanol (BetOH) 10mM] e incubado por 18 horas sob agitacdo em geladeira
(2 a 8C).

Desta forma, a fim de avaliar a solubilidade de cada antigeno recombinante,
inicialmente foi realizado o procedimento completo de lise e desnaturacdo e todos os lisados
obtidos nessas etapas foram analisadas por eletroforese em gel de poliacrilamida 15%. Foi entdo

determinada a melhor condicdo de purificacdo para cada antigeno recombinante.

4.3.3 Eletroforese em gel de poliacrilamida SDS-PAGE

A eletroforese em gel de poliacrilamida SDS-PAGE foi realizada de acordo com
LAEMMLI (1970). Brevemente, para o gel de empilhamento foi utilizado acrilamida-
bisacrilamida a 5%; Tris 1M pH 6,8 (12,5%); SDS (0,1%); persulfato de aménio (1%); TEMED
(0,01%) em agua tipo I. Ja para o gel de separacao foi utilizado acrilamida-bisacrilamida (15%);
Tris 1,5M pH 8,8 (25%); SDS (0,1%); persulfato de aménio (1%); TEMED (0,04%) em agua
tipo I. As amostras a serem analisadas foram adicionadas em tampéo de amostra 2x (SDS 0,8%;
Tris 1M pH 6,8 2,4%; azul de bromofenol 0,04%; glicerol 10% e BetOH 2%) e aquecidas por
5 min a 95°C. Em cada gel, foi aplicado o padrdo de peso molecular Amersham ECL Rainbow
Markers (GE Healthcare, Chicago, IL, EUA). A eletroforese foi realizada utilizando tampao de
eletroforese (Tris base 25 mM; Glicina 0,2 M; SDS 0,01%), com voltagem inicial de 60V e
posteriormente 150V. Os géis foram corados com solucdo de azul de Coomassie (Coomassie
Brilhant Blue R-250 0,2%; metanol 45%; &cido acético 10%) por no minimo 1 hora e

descorados com solucdo aquosa de acido acético PA (10%) e alcool etilico PA (26,25%).
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4.3.4 Purificacdo dos antigenos recombinantes por cromatografia de afinidade

Para purificacdo dos antigenos recombinantes foi utilizada resina Ni Sepharose High
Performance (GE Healthcare). As diferentes condicOes de purificagdo serdo apresentadas em
detalhes abaixo:

a) Purificacdo dos antigenos recombinantes em condic¢Bes nativas

A resina foi inicialmente lavada com tampdo de lise e em seguida, incubada com o lisado
contendo o0 antigeno recombinante, sob agitacdo em geladeira (2 a 8°C) por 1 hora.
Posteriormente, a mistura foi centrifugada por 5 min, a 2.500 rpm a 4°C, o sobrenadante foi
descartado, a resina foi resuspendendida em 15mL de tampé&o de lavagem (NaH2PO450 mM,;
NaCl 300 mM; Imidazol 20 mM; pH 8,0) e incubada sob agitagdo por 5 min, em temperatura
ambiente. Apo0s essa etapa, a resina foi novamente centrifugada por 5 min, a 2.500 rpm e 4°C,
0 sobrenadante foi descartando e o procedimento de lavagem foi repetido por mais duas vezes.
Apds a dltima lavagem, a resina foi transferida para coluna Poly-Prep® Chromatography
Columns (Bio-Rad Labs., Hercules, CA, EUA) e 1 mL de tampéo de elui¢do (NaH2PO450 mM;
NaCl 300 mM; Imidazol 250 mM; pH 8,0) foi adicionado para cada aliquota eluida.

b) Purificacdo dos antigenos recombinantes em condicdes desnaturantes

A resina foi inicialmente lavada com tampéo de solubilizacdo de corpos de incluséo, e
em seguida, incubada sob agitacdo em temperatura ambiente por 1 hora com a preparacédo
proteica contendo o antigeno recombinante. Posteriormente, a mistura foi centrifugada por 5
min, a 2.500 rpm a 4°C, o sobrenadante foi descartado, 15 mL de Tampédo de Lavagem 1
(Tampdo fosfato 20 mM; Imidazol 10 mM; Uréia 8 M; BetOH 10 mM; pH 7,8) foram
adicionando e mantidos em incubacdo sob agitacdo a temperatura ambiente por 5 min. Apds
essa etapa, a resina foi novamente centrifugada por 5 min, a 2.500 rpm a 4°C, o sobrenadante,
foi descartando e o processo de lavagem foi repetido por duas vezes com Tampao de Lavagem
1. Em seguida, o processo de lavagem foi realizado duas vezes com Tampdo de Lavagem 2
(Tampdo de Lavagem, pH 6,3) e duas vezes com Tampdo de Lavagem 3 (Tampdo de Lavagem,
pH 5,9). Apds essa etapa, a resina foi transferida para coluna Poly-Prep® Chromatography
Columns (Bio-Rad Labs.) e 1 mL de Tampao de Eluicdo (Tampéo fosfato 20 mM; Imidazol 10
mM; Uréia 8 M; BetOH 10 mM; pH 4,3) foi adicionado para cada aliquota de 1mL purificada.

Independente do procedimento de purificacdo, a dosagem proteica de cada aliquota
purificada foi realizada através do método de Bradford, utilizando o ensaio colorimétrico Bio-
Rad Protein Assay (Bio-Rad Labs), de acordo com as instruc¢des do fabricante (BRADFORD,
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1976). A eluicdo ocorreu até a obtencdo de aliquotas com concentragdo proteica inferior a 50
pg/mL. Apos a purificacdo as fragBes eluidas foram analisadas por eletroforese em gel de
poliacrilamida SDS-PAGE a 15% (conforme item 4.3.3), e as aliquotas mais puras foram
selecionadas para realiza¢do das proximas etapas.

4.3.5 Técnica de Western blotting com anticorpo anti-His

Apoés a purificagdo, os antigenos recombinantes produzidos foram analisados por
Western blotting de acordo com TOWBIN, STAEHELIN & GORDON (1979) e BURNETTE
(1981). Para isso, 2,5 ug das fracbes proteicas, purificadas de cada antigeno recombinante,
foram submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida SDS-PAGE 15% e transferidas para
membrana de nitrocelulose 0,45 um (GE Healthcare). A transferéncia foi realizada utilizando
tampdo de transferéncia (Tris base 25 mM, glicina 192 mM e metanol 20%) sob uma corrente
elétrica de 300 mA, por 120 min. Os sitios livres da membrana foram bloqueados com Tampao
Tris-Salina (TBS, do inglés Tris-buffered saline: NaCl 0,15 M; KCI 3 mM, Tris-base 250mM;
pH 7,4), contendo 5% de leite em pé desnatado (TBS—leite 5%), sob agitacdo por cerca de 18
horas em geladeira (2 a 8°C). No dia seguinte, a membrana foi lavada trés vezes com TBS
contendo Tween 20 a 0,05% (TBS-T2o) por 5 min, sob agitagdo. Logo apos a membranda foi
mantida a temperatura ambiente sob agitacdo por 1 hora, com 10 mL de solu¢do contendo
AcMo de camundongo anti-histidina (Thermo Fisher Scientific), diluido na proporcdo de
1:3.000 em TBS-T2o contendo 1% de leite em po desnatado (TBS-T20-leite 1%). Ap0Os nova
etapa de lavagem, foram adicionados 10 mL de solucdo contendo anticorpo anti-lgG de
camundongo conjugado a peroxidase (Sigma-Aldrich), diluido na proporc¢édo de 1:30.000 em
TBS-Taoleite 1%, sendo a membrana mantida a temperatura ambiente, sob agitagdo, por 1
hora. Ap6s novas lavagens a reacdo antigeno-anticorpo foi revelada com ECL™ Prime Western
Blotting Detection (GE Healthcare) e a imagem capturada no ImageQuant LAS 4000 (GE

Healthcare).

4.4 Producéo dos anticorpos monoclonais
4.4.1 Imunizacdo de camundongo BALB/c com os antigenos recombinantes

Neste estudo, os procedimentos que utilizaram camundongo da linhagem BALBI/c,
foram aprovados pela Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da FIOCRUZ, registrado
sob a licenca LW-15/15 (Anexo 1). Foram utilizados camundongos (Mus musculus) fémea, de
5-8 semanas, provenientes do Biotério de Producdo (BIOP) do IRR/FIOCRUZ. Durante esta

etapa, os animais foram mantidos no Biotério de Experimenta¢do Animal (BIOTEX) da mesma
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instituicdo em gaiolas forradas com maravalha autoclavada, sendo oferecido ambiente
enriquecido, gua e racdo comercial ad libitum.

Para cada antigeno recombinante produzido foram imunizados dois camundongos,
inoculando na regido dorsal, por via subcutanea, 100 uL de solucdo antigénica contendo 20 pg
do antigeno recombinante e adjuvante completo de Freund na proporcéo de 1:2. Outras quatro
imunizagdes subsequentes foram realizadas a cada 15 dias, utilizando adjuvante incompleto de
Freund na mesma proporgdo mencionada anteriormente. Em paralelo, como controle, dois
camundongos foram imunizados com solucdo salina e adjuvante, seguindo as mesmas
condicdes descritas. Antes de cada imunizacdo foi coletado amostra de sangue total de cada
animal por puncéo da veia submandibular, e apds coagulagdo, o sangue foi centrifugado a 2500
rpm, por 15 min, para separagéo e obtencao do soro.

4.4.2 Cinética da producéo de anticorpo anti-antigeno recombinante

A producéo de anticorpos 1gG anti-antigeno recombinante em amostras de soro dos
camundongos imunizados, foi avaliada por meio de ELISA de acordo com GRENFELL et al.
(2014), com modificacbes. Brevemente, cada poco da microplaca de ELISA (Nunc
Maxisobert™, Thermo Fisher Scientific) foi sensibilizado com 50 UL de antigeno recombinante
(1 pg/mL) diluido em tampdo carbonato-bicarbonato (Na.CO3 15 mM, NaHCOs 28,5 mM; pH
9,6), que foi incubado a 37°C, em camara umida, por 1 hora e, posteriormente, por 18 horas em
geladeira (2 a 8°C). Ap0s a sensibilizacdo, cada poco foi lavado trés vezes com 300 pL de
Tampdo Fosfato-Salino (PBS, do inglés Phosphate-buffered saline: NaH2POs4 2,1 mM,;
Na;HPO4 8,3 mM; NaCl 0,15 mM; pH 7,3) contendo Tween 20 a 0,05% (PBS—T2o). Os sitios
livres foram bloqueados com 200 pL de PBS-T2o contendo 5% de leite em p6 desnatado (PBS—
Too—leite 5%) e entdo, a microplaca foi incubada a 37°C por 2 horas, em camara umida. Em
seguida, os pocos da microplaca foram lavados conforme realizado anteriormente e em cada
poco foram adicionados 50 pL das amostras, diluidos na propor¢do de 1:100 em PBS-Tz
contendo 1% de leite em p6 desnatado (PBS—T2o-leite 1%), mantendo sob incubagéo a 37°C,
por 1 hora, em camara Umida. Apos novas etapas de lavagens, em cada poco da microplaca,
foram adicionados 50 L de solu¢do contendo anticorpo anti-lgG de camundongo conjugado a
peroxidase (Sigma-Aldrich), diluido na proporcdo de 1: 20.000 em PBS-Taxo—leite 1%,
mantendo sob incubacdo a 37°C, por 1 hora, em camara umida. Finalmente, a microplaca foi
lavada e a reacdo antigeno-anticorpo revelada com a adicdo de 50 pL de TMB (3,3", 5,5'-
Tetramethylbenzidine, Sigma-Aldrich) em cada poco. A microplaca foi incubada a temperatura

ambiente, por 5 min, ao abrigo da luz e a reagdo foi interrompida pela adigdo de 50 pL de



37

solucdo de &cido sulfurico (H2SO4 1N) em cada pogo e a leitura realizada em leitor de
microplacas FlexStation® 3 Multi-Mode Microplate Reader (Molecular Devices - San José,
Califérnia, EUA) em comprimento de onda de 450/620nm.

4.4.3 Coleta de células peritoneais

Em paralelo ao procedimento de esplenectomia realizado nos animais imunizados (mais
detalhes serdo apresentados no item 4.4.4), foram obtidas células peritoneais de dois
camundongos BALB/c ndo imunizados. Os animais foram eutanasiados com 500 mg/Kg
quetamina (Cetamin®, Syntec, Cotia, SP, Brasil) em associacio com 50 mg/Kg Xxilazina
(Anasedan®; Ceva Salde Animal Ltda, Paulina, SP, Brasil). Inicialmente, foi realizada a
anssepsia da regido ventral com alcool etilico 70%, em cabine de seguranca bioldgica e, com
auxilio de tesouras e pincas estéreis, a membrana peritoneal do camundongo foi exposta. Em
seguida, 5 mL de meio Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM; Sigma-Aldrich),
suplementado com 1% de PenStrep, foram inoculados no abdémen dos animais e, apos
homogeneizacdo com pipeta de transferéncia esteril tipo Pasteur, o liquido peritoneal foi
aspirado. Este processo foi repetido no minimo cinco vezes por animal.

A suspensdo de células peritoneais foi centrifugada durante 3 min, a 400g a 4°C,
desprezando o sobrenadante e ressuspendendo o sedimento celular em 100 mL de meio DMEM
suplementado com 20% de SFB, 1% de PenStrep e 2% de meio de suplementacdo hipoxantina-
aminopterina-timidina (HAT — Sigma-Aldrich). A suspensdo de células foi distribuida em
microplacas de cultivo celular de 96 pogos (Costar®, Corning Incorporated - Corning, NY,
EUA), que foram incubadas em estufa a 37°C e 5% de CO>, durante 24 horas.

4.4.4 Esplenectomia e preparo das células esplénicas

Quinze dias ap6s a quinta imunizacdo, uma dose de reforco foi administrada
intraperitoneamente nas mesmas condi¢cdes das doses anteriores e, apos trés dias 0s animais
foram eutanasiados, de forma semelhante ao descrito anteriormente. Posteriormente, foi
realizada a esplenectomia e o baco foi transferido para tubo estéril contendo 15 mL de meio
DMEM.

Para obtengdo dos esplendcitos, o bago foi macerado em filtro celular de nylon (70 um
Cell Strainer, BD Bioscience, San Jose, CA) e a suspensdo de células foi centrifugada por 9
min, a250g a 4°C. O sedimento foi ressuspendido em 2 mL de Tampéo de Lise (Sigma-Aldrich)
e 8 mL de DMEM, novamente centrifugado nas mesmas condicOes descritas. O sobrenadante

foi descartado e o sedimento ressuspendido com 10 mL de DMEM, novamente macerado em
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filtro celular de nylon e centrifugado. Apds descartar o sobrenadante, o sedimento foi
ressuspendido com 2 mL de DMEM e as células foram contadas em contador automético de
células Countess™ Automated Cell Counter (Invitrogen™, Carlsbad, CA, EUA).

4.4.5 Preparo de células mielomatosas

Células mielomatosas da linhagem Sp2/0-1L6 foram cultivadas em garrafa de cultivo de
75 cm? acrescidas de meio DMEM, suplementado com 20% SFB e 1% de PenStrep, mantidas
em estufa a 37°C e 5% de CO. Cinco dias antes do procedimento de hibridizacdo somética por
fusdo celular, as células mielomatosas foram expandidas para no minimo cinco garrafas de 150
cm?, a fim de se obter alta concentracio de células viaveis. No dia da fusdo celular, o
sobrenadante das garrafas foi descartado e as células aderidas foram ressuspendidas em 15 mL
de meio DMEM. A suspenséo celular foi centrifugada por 3 min, a 300g, e em seguida, as
células foram ressuspendidas em 2 mL de meio DMEM e contadas em contador automatico de

celula Countess™ Automated Cell Counter (Invitrogen™).

4.4.6 Hibridizacdo somatica por fuséo celular

A hibridizacdo somatica por fusdo dos esplendcitos com as células mielomatosas foi
realizada de acordo com HARN, MITSUYAMA & DAVID (1984) e KENNETT et al. (1979),
com modificacdes. Inicialmente, 3,5x107 esplendcitos e 7x10° células mielomatosas foram
adicionadas em 20 mL de meio DMEM. A suspensao celular foi centrifugada por 3 min a 300g
e 0 sobrenadante desprezado. Em seguida, foram adicionados 700 pL de
polietilenoglicol/dimetilsulféxido (PEG/DMSO Solution HYBRI-MAX — Sigma-Aldrich) por
gotejamento sob suave agitacdo. A suspensao celular foi mantida em repouso por 90 s e
posteriormente, 15 mL de DMEM foram adicionados por gotejamento. As células foram
centrifugadas nas mesmas condicdes descritas anteriormente, o sobrenadante foi descartado e
o sedimento ressuspendido com 30 mL de meio DMEM, suplementado com 20% de SFB e 1%
de PenStrep. O cultivo celular foi transferido para garrafa de cultivo de 150 cm? e mantido em
estufa a 37°C, com 5% CO», por 24 horas. As células aderidas foram ressuspendidas e
centrifugadas por 10 min a 350g, o sobrenadante foi descartado e ao sedimento foram
adicionados 100 mL de meio DMEM contendo 20% SFB, 1% PenStrep, 2% HAT e 1% ITS
(0,5 mg/mL insulina; 0,5 mg/mL transferrina; 0,5 ng/mL de selenito de s6dio). Em seguida, as
células foram transferidas para as microplacas de cultivo celular, contendo camada de células

peritoneal previamente preparada, conforme descrito no item 4.4.3. Apos sete dias da fusdo
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celular, o meio de cultivo foi substituido por meio DMEM, contendo 20% SFB, 1% PenStrep,

2% de meio de suplementagéo hipoxantina-timidina (HT — Sigma-Aldrich) e 1% ITS.

4.4.7 Selecao, cultivo e criopreservacao dos hibridomas

A selecédo de clones produtores de anticorpos anti-antigeno recombinante foi feita por
ensaios de ELISA, de forma semelhante ao descrito no item 4.4.2. No entanto, apds o bloqueio
e lavagem das microplacas previamente sensibilizadas, foram adicionados 50 pL de
sobrenadante, provenientes das microplacas de cultivo que apresentavam quantidade e
viabilidade celular adequada, confirmada por microscopia éptica.

As células presentes nos pogos das microplacas, cujo sobrenadante do cultivo celular
apresentaram DOus0/620>0,600 no ensaio de ELISA, foram selecionadas e expandidas para
microplacas de cultivo celular de 24 pogos (Costar®, Corning Incorporated). De acordo com o
crescimento e viabilidade dos hibridomas, os ensaios de ELISA foram repetidos a fim de
confirmar a producdo de anticorpos especificos. As celulas presentes nos pogos, cujo
sobrenadante do cultivo celular apresentaram maiores absorbancias no ensaio de ELISA, foram
congeladas em meio DMEM, contendo 10% DMSO e 20% SFB. O hibridoma mais promissor,
ou seja, aquele em que o sobrenadante apresentou maior absorbancia no ensaio de ELISA, bom

crescimento e viabilidade celular, foi selecionado para expansdo e producdo dos AcMos.

4.4.8 Clonagem e expansao dos hibridomas

A clonagem dos hibridomas foi realizada por diluicao limitante. Para isso, os hibridomas
mais promissores, cultivados em microplaca de 24 pocos, foram ressuspendidos com 1 mL de
meio DMEM e 100 pL desta suspensdo celular foram transferidos para um tubo estéril de
polipropileno contendo 1,5 mL de meio de clonagem (DMEM contendo 20% SBF, 1%
PenStrep e 1% ITS), ou seja, diluicdo de 1:16. Em seguida, 150 pL desta diluicdo foram
transferidos para outro tubo estéril contendo 1,5 mL de meio de clonagem, proporc¢édo de 1:11
para segunda diluicdo. Apds homogeneizacdo, 400 uL desta diluicdo foram transferidos para
outro tubo estéril contendo 4 mL de meio de clonagem, na proporcao de 1:11, de modo que ao
final, a diluicdo total dos hibridomas foi de 1936x. Em uma microplaca para cultivo celular de
96 pocos, foram adicionados 50 pL da suspensdo celular de cada uma das trés dilui¢fes a cada
32 pocos. Em seguida, foram adicionados 200 pL de meio de clonagem em todos 0s po¢os da
placa, que foi incubada em estufa a 37 °C com 5% de CO». Toda a microplaca foi analisada por

microscopia optica a fim de confirmar a presenca de uma Unica célula por poco.
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A viabilidade e o crescimento dos hibridomas foram analisados por microscopia éptica
a cada 48 horas. As células presentes nos pocos, cujo sobrenadante do cultivo celular
apresentaram maiores leituras de absorbancia no ensaio de ELISA, foram expandidas e
congeladas. O hibridoma mais promissor, seguindo o parametro ja descrito anteriormente, foi
expandido para garrafas de 150 cm?2 e o sobrenadante contendo AcMo foi coletado, até o volume
de1L.

4.4.9 Purificagdo dos anticorpos monoclonais

O sobrenadante da cultura celular contendo AcMo foi concentrado com sistema de
filtragdo Amicon® Stirred Cells com ultrafiltros Diaflo (Amicon Div., W. R. Grace and Co.,
Massachusetts, EUA). Em seguida, os anticorpos foram purificados em coluna HiTrap Blue HP
e HiTrap rProtein A FF (GE Healthcare) de acordo com instrucdo do fabricante.

4.4.10 Preparo dos antigenos soluveis de Leishmania sp. (AgSLS)

Para analisar o reconhecimento dos antigenos nativos pelos AcMos produzidos, AgSLs
foram preparados a partir da fase estacionaria de cultura de promastigotas de L. amazonensis
(AgSLa) (IFLA/BR/67/PHS8), L. braziliensis (AgSLb) (MHOM/BR/75/M2903) e L. guyanensis
(AgSLg) (MHOM/BR/75/M4147).

As linhagens de Leishmania utilizadas neste estudo encontravam-se criopreservadas em
nitrogénio liquido (-196 °C) e foram descongeladas, cultivadas em meio NNN/LIT e mantidas
em estufa B.O.D a 25°C * 1°C. Usando como alvo uma regido do gene hsp70, as linhagens
utilizadas foram caracterizadas em nivel de espécie, por meio da técnica de PCR-RFLP, de
acordo com GARCIA et al. (2004). Inicialmente 0 DNA gendmico dos parasitos foi extraido
utilizando QlAamp DNA Mini Kit (QIAGEN, Hilden, Alemanha), de acordo com as instrugdes
do fabricante. Em seguida, foi preparada a reacdo de PCR para um volume final de 25 pL
contendo 50 ng de DNA extraido por amostra, 1,5 mM MgClz, 200 uM dNTP, 1,25 U Taq
DNA polimerase, tampdo de reacdo, e 10 pmol de cada um dos iniciadores hsp70sen
5’"GACGGTGCCTGCCTACTTCAAS3’ e hsp70ant 5’>CCGCCCATGCTCTGGTACATC3’. A
reacdo de amplificagéo foi processada no termociclador ProFlex™ (Thermo Fisher Scientific),
sob uma ciclagem composta por desnaturacdo inicial a 94°C por 5 min, seguida de 35 ciclos
alternados de desnaturacdo a 94°C por 30 s, anelamento a 61°C por 1 min e extensdo a 72°C
por 3 min e extensao final a 72°C por 10 min. Como controle positivo da reacdo de PCR foi
usado DNA extraido de formas promastigotas das linhagens referéncias das respectivas

espécies de interesse. Os produtos de amplificacdo foram submetidos a eletroforese em gel de
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agarose 1,5% e corado com brometo de etidio (10 mg/mL). Apds a confirmacdo da banda
especifica de 1300 pb, 10 pL do produto amplificado foram submetidos a clivagem com 0,65
U da enzima Haelll, em tampéo proprio (Promega). A reacdo foi incubada por 2 horas, em
termociclador a 37°C e os perfis de restricdo analisados em gel de agarose 3%, conforme
demonstrado na Figura 3.

Figura 3 Gel de agarose 3%, corado com brometo de etidio, mostrando a caracterizacdo das
espécies de Leishmania sp., utilizadas neste estudo.

PM La* La Lb* Lb Lg* Lg
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Legenda: PM. Padrdo de marcador molecular de 100pb; La* — DNA de linhagem referéncia de L. amazonensis;
La — cultura de L. amazonensis (IFLA/BR/67/PH8); Lb* — DNA de linhagem referéncia de L. braziliensis; Lb —
cultura de L. braziliensis (MHOM/BR/75/M2903); Lg* — DNA de linhagem referéncia de L. guyanensis; Lg —
cultura de L. guyanensis (MHOM/BR/75/M4147). Fonte: elaborado pelo autor

Ap0s caracterizacdo, os parasitos foram lavados duas vezes com PBS por centrifugacao
de 10 min, a 2.000g a 4°C, removendo o0s sobrenadantes apds cada centrifugacdo. Os parasitos
foram ressuspendidos em tampéo de lise (Hepes 20 mM, KCI 10 mM, MgCl; 1,5 mM, sacarose
250 mM, DTT 1 mM, PMSF 0,1 mM) e submetidos a 10 ciclos de congelamento em nitrogénio
liquido e aquecimento a 37 °C. Apo6s centrifugacdo, as células foram submetidas a
ultrasonicacdo em cinco ciclos de pulso de 30 s, a 40% de intensidade e entdo, foram

centrifugadas por 15 min, a 2.000g a 4 °C.

4.4.11 Avaliacdo da imunoreatividade dos anticorpos monoclonais, através da técnica de
Western blotting

O reconhecimento dos antigenos recombinantes e dos antigenos nativos presentes no
AgSLs das principais espécies de Leishmania associadas a LT no Brasil, pelos AcMos
produzidos, foi avaliado através da técnica de Western blotting. Inicialmente, 2,5 pug dos

antigenos recombinantes e 5 ug de cada AgSL, foram submetidos a eletroforese em gel de
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poliacrilamida SDS-PAGE 15% e transferidos para membrana de nitrocelulose. Apo6s o
bloqueio e lavagem das membranas, foram adicionados 10 mL de solucéo contendo os AcMos
anti-antigenos especificos, diluido na proporcao de 1:100 em TBS-T20-leite 1%. A adi¢do do
conjugado e revelacdo da reacdo antigeno-anticorpo, foi realizada conforme protocolo descrito
item 4.3.5

4.5 Técnica de imuno-histoquimica
4.5.1 Avaliacdo da imunoreatividade dos anticorpos monoclonais, atraves da técnica de
imuno-histoquimica

Neste estudo, os procedimentos que utilizaram hamsters foram submetidos e aprovados
pelo CEUA-FIOCRUZ, registrado sob a licengca LW4/18 (Anexo 2). Foram utilizados hamsters
machos com idade variando entre 4-6 semanas, provenientes do BIOP do IRR/FIOCRUZ. Os
hamsters foram mantidos no BIOTEX da mesma instituicdo, em gaiolas forradas com
maravalha autoclavada, sendo oferecido ambiente enriquecido, agua e racdo comercial ad
libitum, durante todo o periodo experimental.

Para avaliar a capacidade dos AcMo de reconhecer amastigotas in situ em lesdes
dérmicas causadas pelas principais espécies de Leishmania associadas a LT no Brasil, por meio
da técnica de IHQ, foi realizada infeccdo experimental em hamsters (Mesocricetus auratus),
com as linhagens de L. amazonensis, L. braziliensis e L. guyanensis, previamente
caracterizadas.

As espécies de Leishmania foram inicialmente utilizadas para infeccdo dos hamsters,
com o objetivo de recuperar a infectividade dos parasitos, tendo em vista as passagens em meio
de cultura e a manutencao inicial das linhagens sob condicao de criopreservacao. Para isso, no
sétimo dia de crescimento in vitro, 4 mL de cultivo de cada espécie de Leishmania, foram
transferidos para um tubo estéril de polipropileno de 15 mL, contendo 10 mL de PBS estéril.
Os parasitos foram centrifugados por 10 min, a 2.500 rpm, o sobrenadante foi descartado e o
sedimento ressuspendido em 5 mL de PBS estéril.

No BIOTEX, foi realizada assepsia local dos hasmters com alcool etilico 70% e em
seguida, os animais foram anestesiados via intraperitoneal, com 200 mg/Kg de quetamina
(Cetamin®, Syntec) e 10 mg/Kg de xilazina (Anasedan®; Ceva Satde Animal Ltda). Apés a
constatacdo do plano anestésico, 200 pL de suspensdo de cada espécie de Leishmania foram
inoculados na pata posterior direita de dois animais. Os hamsters foram acompanhados até o
surgimento e estabelecimento da infeccdo e entdo, foram eutanasiados com 1000 mg/Kg de

quetamina (Cetamin®, Syntec) e 50 mg/Kg de xilazina (Anasedan®; Ceva Satde Animal Ltda).
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O material biologico proveniente da lesdo dérmica foi coletado e armazenado em solugdo de
PBS estéril, contendo penicilina (200 u/mL), estreptomicina (200 ug/mL) e antifngico (0,25
mg/L 5-fluorocitosina, Sigma-Aldrich), por no minimo 24 horas. Posteriormente, os fragmentos
das lesdes foram macerados em placa de Petri estéril e inoculados em meio de cultura NNN/LIT
suplementado com 20% SFB, mantidos em estufa B.O.D a 25°C = 1°C. A viabilidade dos
parasitos e auséncia de agentes contaminantes foi verificada semanalmente, antes do repique.
ApoOs a terceira passagem in vitro, as suspensfes de parasitos foram preparadas nas
mesmas condi¢les descritas anteriormente. Os parasitos foram contados em camara de
Neubauer e a concentracio ajustada com PBS para 1 x 106 parasitos/mL. Ap0s anestesia, quatro
animais foram infectados nas patas posteriores com 200 pL de suspensdo de cada espécie de
Leishmania sp. Apds trinta dias da infecgdo, os hamsters foram eutanasiados e os fragmentos
das lesbes foram retirados, mantidos em formaldeido 10% tamponado (pH 7,2) por 24 horas e
posteriormente processados, conforme descrito no item 4.5.3.4. Posteriormente, a
imunorreatividade dos AcMos produzidos foi avaliada nos cortes histologicos de material
obtido das lesGes dos animais experimentalmente infectados com L. amazonensis, L.
braziliensis e L. guyanensis, empregando o protocolo de IHQ padrdo de cada sistema de

deteccdo, descrito no item a seguir.

4.5.2 Padronizacao da técnica de imuno-histoquimica empregando anticorpo monoclonal
anti-mTXNPx

A técnica de IHQ foi realizada utilizando dois sistemas de detec¢cdo compostos por
polimeros livres de biotina. O sistema Novolink Polymer Detection System (Leica
Microsystems, Newcastle, UK), emprega anticorpos conjugados a peroxidase e usa peréxido
de hidrogénio e 3,3'-diaminobenzidina como substrato-cromogeno. Nesse sistema de deteccao,
a reacdo antigeno-anticorpo é visualizada na cor marrom. As reacdes de IHQ realizada neste
estudo, onde se utilizou esse sistema de deteccao sera denominada a partir de entdo, como IHQ-
POD. Ja o sistema Bond Polymer Refine Red Detection (Leica Microsystems, Newcastle, UK),
emprega anticorpos conjugados a fosfatase alcalina contendo solugdo Fast Red como substrato-
cromogeno. Neste sistema de deteccdo a reacdo antigeno-anticorpo € visualizada na cor
vermelho. As reacdes de IHQ realizadas neste estudo, que utilizaram esse sistema de deteccéao
serdo denominadas a partir de entdo, como IHQ-FA.

A partir dos resultados de imunorreatividade, foi realizada a padronizacao da reacdo de
IHQ usando o0 AcMo anti-mTXNPXx, com material proveniente de lesdes de hamsters infectados

com L. amazonensis, L. braziliensis e L. guyanensis e de fragmentos de lesdo de trés pacientes
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com diagndstico de LC, confirmado por meio do exame parasitoldgico direto, cultura e
histopatoldgico. A partir do protocolo inicial padrdo, foram alterados pardmetros relevantes,
como: método de recuperacgdo antigénica, diluicdo do anticorpo, tempo de blogueio e tempo de
incubacdo com substrato/cromédgeno. Na Tabela 3 encontra-se descrita a sequéncia dos
parametros avaliados para padronizacdo da técnica de IHQ, empregando o AcMo anti-

mTXNPx até o protocolo final utilizado na validacéo.



Tabela 3 Etapas da padronizacdo da técnica de imuno-histoquimica, empregando o anticorpo monoclonal anti- mTXNPX.

45

Passos da IHQ Protocolo Padrdo Teste 1 Teste 2 Teste 3 Protocolo Final
Fixacao 56°C por 18 horas 56°C por 18 horas 56°C por 18 horas 56°C por 18 horas 56°C por 18 horas
Desparafinizacdo Xilol: 2x 20’ Xilol: 2x 20’ Xilol: 2x 20’ Xilol: 2x 20° Xilol: 2x 20’
Etanol: 3x 5’ / Etanol: 3x 5’ / Etanol: 3x 5 / Etanol: 3x 5° / Etanol: 3x 5’ / Agua

Reidratagdo

Agua corrente 3’

Agua corrente 3’

Agua corrente 3

Agua corrente 3

corrente 3’

Citrato de sddio

Tampé&o Tris’sEDTA pH 9

Citrato de sédio

Citrato de sédio

Citrato de sddio

Recuperacdo antigénica 10 mmol/L pH 6 (30¢ (30° vaporizador) 10 mmol/L pH 6 (30¢ 10 mmol/L pH 6 (30¢ 10 mmol/L pH 6 (30¢
a) vaporizador) P vaporizador) vaporizador) vaporizador)
E Blogqueio da Peroxidase 10’ 10’ 20° /40 20° 20°
o Bloqueio de Proteina 10’ 10 40’/ 60 40’ 40’
T . . . .
- Dilui¢édo do anticorpo 1:100; 11,'28861'500’ 1:100; 1:300; 1:500; 1:1000 1:300 1:300 1:300
Anticorpo p6s primario , , ) ) >
i) 30 30 30 30 30
Polimero (min 30 30 30° 30° 30
Substrato/(_:romogeno 507 507 50 157:30”"; 50 30”
(min)
Fixacéo 56°C por 18 horas 56°C por 18 horas 56°C por 18 horas 56°C por 18 horas 56°C por 18 horas
Desparafinizagéo Xilol: 2x 20°
- o Etanol: 3x 5° /
e Solugéo Trilogy 3 Agua corrente 3’ Solucéo Trilogy 3 Solucéo Trilogy 3 Solucgdo Trilogy 3
(20° vaporizador) Citrato de sddio (20 vaporizador) (20 vaporizador) (20¢ vaporizador)
Recuperagéo antigénica 10 mmol/L pH 6 (30°
vaporizador)
X Blogueio de Proteina 30’ 30’ 30’ 30’ 30’
& | Diluigao do anticorpo 1:100; 1:390: 1500 | 1:100; 1:300; 1:500; 1:1000 1:500 1:500 1:500
3 :
- Anticorpo p6s primario s s s s R
(min) 30 30 30 30 30
Polimero (min 30’ 30’ 30’ 30’ 30’

Substrato/Cromogeno
(min)

A(1:5); B(1:25); C (1:25)
diluido em D por 3’

A(1:5); B(1:25); C (1:25)
diluido em D por 3’

A(1:5); B(1:25); C (1:25)
diluido em D por 3° /
A(1:10); B(1:50); C (1:50)
diluido em D por 3’

A(1:10); B(1:50); C (1:50)
diluido em D por 3° /
A(1:20); B(1:100); C

(2:100) diluido em D por

3>

A(1:10); B(1:50); C (1:50)
diluido em D por 3’

Legenda: Apds a etapa de recuperacdo do antigeno as rea¢@es foram lavadas trés vezes em solugdo de Tris (5mmol/L Tris; 140mM NacCl; pH 7,6) e entre cada uma das etapas
subsequentes. Fonte: elaborado pelo autor
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Os protocolos finais utilizados encontram-se detalhadamente descritos a seguir:

a) Técnica de Imuno-histoquimica realizada com sistemas de deteccdo compostos por
polimeros conjugados a peroxidase (IHQ-POD)

Apos a montagem das laminas, foi realizado a desparafinizacdo do material bioldgico,
e para isso, as laminas foram mantidas em estufa a 56°C por 16 horas e, em seguida, foram
incubadas em xilol por 20 min. Posteriormente, as ldminas foram lavadas trés vezes com alcool
100% e com agua corrente por 3 min, para hidratagdo dos tecidos. As [aminas foram incubadas
por 30 min em vaporizador a 96°C em solucéo de acido citrico 10mM (pH 6,0) e resfriadas por
20 min, em temperatura ambiente. Logo ap6s as laminas foram lavadas trés vezes com tampao
Tris (5mM Tris base; 140mM NaCl; pH 7,6). Os cortes foram delimitados com caneta
hidrofobica (PAP pen, Zymed, Sdo Francisco, CA, EUA) e cada corte histologico foi incubado
com 100 pL de Peroxidase Block, por 20 min em temperatura ambiente. Apos novas lavagens,
foram adicionandos 100 pL de Protein Block em cada corte contido na lamina, que foi incubada
por 40 min, em temperatura ambiente. Em seguida, as laminas foram novamente lavadas,
conforme descrito anteriormente, e foram adicionados sobre os cortes 100 uL do AcMo ati-
peroxidoxin diluido 1:300 em solucéo diluente (1% BSA e 0,05% de azida sodica em PBS),
incubando-se por 1 hora, em temperatura ambiente. Seguida de outra serie de lavagem, 100 pL
do reagente Post Primary foram adicionados em cada corte e a lamina foi incubada por 30 min,
em temperatura ambiente. A lamina foi lavada novamente, e 100 puL do Polimero (Novolink™
Polymer) foram adicionados em cada corte, incubando-se por 30 min, em temperatura
ambiente. Apos repeticdo do procedimento de lavagem, foi adicionado sobre a lamina o
substrato/cromogeno na dilui¢do de 1:100 do DAB Chromogen em Novolink™ DAB Substrate
Buffer, que foi incubada por 30s, em temperatura ambiente. Logo apdés, a lamina foi lavada com
tampdo Tris e corada com Hematoxylin por 2 min. Finalmente, as laminas foram lavadas com
agua corrente por 3 min, imersas cinco vezes em alcool 100%, secas em estufa a 56°C e

montadas com laminula e Entellan® (Merck).

b) Técnica de Imuno-histoquimica realizada com sistemas de deteccdo compostos por
polimeros conjugados fosfatase alcalina (IHQ-FA)

Apdls a montagem, as laminas foram mantidas em estufa a 56°C por 16 horas, foram
incubadas com solucdo Trilogy (Cell Marque, Rocklin, CA,United States) diluido 1:100 por 30
min em vaporizador a 96°C e, em seguida, foram resfriadas por 45 min, em temperatura

ambiente imersa em outra solugdo de Trilogy diluido 1:100. Logo apoés, as laminas foram
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lavadas trés vezes com tampao Tris. Os cortes foram delimitados com caneta hidrofébica (PAP
pen) e cada corte histologico foi incubado com 100 puL de PBS—T2—leite 5%, por 30 min em
temperatura ambiente. Apds novas lavagens, foram adicionados sobre os cortes 100 pL do
AcMo ati-peroxidoxin diluido 1:500 em solucdo diluente, incubando-se por 1 hora, em
temperatura ambiente. Seguida de outra serie de lavagem, 100 pL do reagente Post Primary AP
foram adicionados em cada corte e a lamina foi incubada por 30 min, em temperatura ambiente.
A lamina foi lavada novamente, e 100 pL do Polimero (Polymer AP) foram adicionados em
cada corte, incubando-se por 30 min, em temperatura ambiente. Apds repeticdo do
procedimento de lavagem, foi adicionado sobre a ldmina o substrato/cromégeno na propor¢ao
de 1:10 do RED part A. 1:50 do RED part B, 1:50 do RED part C diluidos em RED part D, que
foi incubado por 3 min, em temperatura ambiente. Logo ap6s, a lamina foi lavada com tampéo
Tris e corada com Hematoxylin por 2 min. Finalmente, as laminas foram lavadas com agua
corrente por 3 min, imersas cinco vezes em alcool 100%, secas em estufa a 56°C e montadas
com laminula e Entellan® (Merck).

Para ambos os protocolos, as laminas foram examinadas em microscopio Zeiss
(Hallbergmoos, Alemanha) em ampliacGes de 100x, 400x e 1000x, analisando a presenca das

marcacgdes das formas amastigotas, coloracao de fundo e reacdes inespecificas.

4.5.3 Estudo de validacdo da técnica de imuno-histoquimica empregando anticorpo
monoclonal anti-mTXNPx

A validacdo da técnica de IHQ foi realizada, empregando o AcMo anti-mTXNPX,
utilizando protocolo final padronizado para os dois sistemas de deteccdo (IHQ-POD e IHQ-
FA).

4.5.3.1 Aspectos éticos

Esse estudo foi conduzido seguindo as normas de pesquisas envolvendo seres humanos
contidas na Resolucao 466/2012 do Conselho Nacional de Saude, para salvaguardar os direitos
e o bem-estar dos participantes e foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do
IRR/FIOCRUZ, através do CAEE 56188716.5.0000.5091 (parecer 1.598.850) e da
Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) através do CAAE 14887414.0.0000.5149.

4.5.3.2 Calculo amostral
De acordo com FLAHAULT, CADILHAC & THOMAS (2005), considerando como

premissa a prevaléncia de 57,8% de infec¢do por Leishmania sp. no Centro de Referéncia em
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Leishmaniose (CRL) IRR/FIOCRUZ em 2019, limite de confianca de 0,75 e especificidade
esperada de 95%, foi estimada a amostra minima necesséria de 34 controles e 47 casos para
validacdo da técnica de IHQ.

4.5.3.3 Participantes do estudo

No total, foram incluidos 86 pacientes com suspeita de LC atendidos no CRL
(IRR/FIOCRUZ) e na Clinica de Dermatologia Osvaldo Costa do Hospital das Clinicas
(CDOC-HC) da UFMG. Deste total, 49 pacientes preenchiam o critério de definicdo de caso,
definido a partir deteccdo molecular de Leishmania sp. através da qPCR. Estes pacientes
apresentavam também, resultados de exame direto e cultura de Leishmania sp. realizados como
diagndstico de rotina no CRL (IRR/FIOCRUZ). No grupo ndo caso, foram incluidos 37
individuos portadores de outra doenca infecciosa como esporotricose, paracoccidioidomicose,
micobacteriose e dermatite. Todas as amostras foram anonimizadas de modo que o0s
pesquisadores, diretamente envolvidos na realizagdo da técnica de IHQ, desconheciam o

diagnostico dos participantes.

4.5.3.4 Coleta e processamento das amostras

A bidpsia das lesbes dos participantes, com suspeita de LC, foi realizada por profissional
médico, de acordo com o procedimento de rotina de cada instituicdo. Apds assepsia e anestesia,
o fragmento de tecido foi coletado na borda da lesdo utilizando instrumento cirdrgico cortante
circular (punch) de trés milimetros de diametro. Para os pacientes atendidos no CRL
(IRR/FIOCRUZ), parte do material obtido da bidpsia foi destinada para confeccdo de laminas
para exame parasitologico direto e, em seguida, congelado para realizacdo da PCR. A segunda
parte do fragmento da lesdo foi armazenada em formaldeido 10% tamponado (pH 7,2). Ja a
cultura in vitro foi realizada a partir de material biolégico obtido através do aspirado
intradérmico da lesdo. Para os pacientes atendidos no CDOC (HC/UFMG), ap6s a biopsia e
seccao do fragmento, uma das partes foi destinada para cultura especifica do agente patogénico
suspeito e a outra foi armazenada em formaldeido 10% tamponado (pH 7,2), por periodo
minimo de 24 horas.

Os fragmentos de pele armazenados em formaldeido foram acondicionados em cassete
histoldgico e entdo submetidos ao processamento usando o Processador Automatico de Tecidos
PTO5 (Lupetec, Sao Paulo, SP, Brasil). Durante esse procedimento, os fragmentos de tecidos
passaram por doze etapas com duragcdo de 1 hora cada, compostas por: duas solugbes de

formaldeido 10%; etanol 70%; duas soluc¢des de etanol 95%; etanol 99,5%; acetato de butila;
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trés etapas de xilol PA; 2 solucdes de parafina a 56°C. Apds o processamento, os fragmentos
de tecido foram incluidos em blocos de parafina e com auxilio de microtomo, cortes
histoldgicos com 4 um de espessura foram obtidos e dispostos em laminas silanizadas
carregadas positivamente (ImmunoSlides - EasyPath, S&o Paulo, SP, Brasil) para realizacdo da
IHQ e dispostos em laminas foscas lapidadas (Global Glass, Guarulhos, SP, Brasil) para

realizacdo do HE.

4.5.3.5 Reagédo em cadeia da polimerase quantitativa em tempo real (QPCR)

O DNA dos fragmentos de bidpsia de pele dos pacientes foi extraido utilizando o
conjunto de reagentes Wizard® SV Genomic DNA Purification System (Promega), de acordo
com as instrucdes do fabricante.

A gPCR foi utilizada para detectar e quantificar o DNA de Leishmania sp. presente nas
amostras dos pacientes, utilizando o sistema de deteccdo com intercalantes ndo especificos
SYBR Green. A amplificacdo foi realizada no aparelho Step One Real-Time PCR System
(Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA), utilizando os iniciadores descritos por
DEGRAVE et al. (1994) e PASSOS et al. (1996) para a amplificacdo de um fragmento de 120
pb de regido conservada do KDNA de Leishmania sp. As reacdes foram preparadas em
microplacas (MicroAmp™ Optical 96-Well Reaction Plate, Thermo Fisher Scientific)
adicionando 12,5 uL de SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, CA,
EUA); 0,3 pmoles de cada iniciador; 5,0 uL de DNA a 10 ng/uL e 6 uL de agua estéril para
completar o volume final de 25 pL. A amplificag¢do foi realizada com uma etapa inicial de
desnaturacéo a 95°C por 10 min; seguido de 30 ciclos de 95°C por 15 s e 60°C por 1 min. Apés
a amplificacdo a analise de dissociacao foi realizada em um ciclo adicional com aumento da
temperatura de 60°C a 95°C a uma taxa de 0,3°C por segundo, com aquisi¢do de fluorescéncia
continua. Controles negativos da reacdo (reagentes da PCR sem DNA) e da extracdao de DNA
(reagentes da extracdo sem o material bioldgico) foram incluidos em cada ensaio. A curva
padrdo foi construida através de diluicbes seriadas de DNA de L. braziliensis
(MHOMY/BR/75/M2903), partindo da concentragdo de 1 ng até 1x10° ng (fator de diluicéo
1:10).

Para o calculo da carga parasitaria foram considerados 83,15 fg de DNA de Leishmania
como equivalente a um parasito (JARA et al., 2013). O seguinte calculo foi considerado:
(equivalentes de DNA do parasita por reagdo / quantidade de DNA de tecido por reagio) x 102,
expresso como 0 numero de parasitos Leishmania por pg de DNA de tecido (SEVILHA-
SANTOS et al., 2019; SUAREZ et al., 2015).
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4.5.3.6 Exame histopatol6gico

Os cortes histologicos dispostos em laminas foscas lapidadas, foram desparafinados em
xilol por 10 min, e incubados em trés solucdes de alcool etilico PA, por 5 min cada e entéo,
foram hidratados em &gua corrente por 5 min. Em seguida, os cortes foram corados com
hematoxilina por 5 min, novamente lavados em agua corrente por 5 min e posteriormente
corados com eosina por 15 s, sendo por fim banhados em agua corrente e desidratados em duas
solucBes de alcool etilico PA, por 5 min cada. As laminas foram montadas com laminulas
utilizando o meio de montagem Entellan® (Merck, Darmstadt, Alemanha) e examinadas em
microscopio Zeiss (Hallbergmoos, Alemanha) em ampliacdes de 400x e 1000x, analisando a
presenca de formas amastigotas.

4.5.3.7 Analise de dados

Os parametros sensibilidade, especificidade acuracia diagnostica e seus intervalos de
95% de confianca foram calculados através da tabela de contingéncia 2x2, usando Open-Epi
(DEAN, SULLIVAN & SOE, 2015). Esses parametros foram comparados usando o teste Qui-
quadrado, através do MedCalc versdo 15.0 para Windows (MedCalc Software, Ostend,
Bélgica).

Utilizando o Minitab 17 (State College, Pennsylvania, EUA), foi realizada analise de
regressao logistica binaria para avaliar modelo de influencia das seguintes variaveis preditoras:
sexo, idade, numero de lesdes, tempo de evolucédo da lesdo e carga parasitaria, no resultado ou
positividade dos testes. A partir de um modelo inicial com todas as variaveis, foi utilizado o
método stepwise: forward para selecionar preditores significativos, com base no valor de P <
0,25. Entre as variaveis selecionadas, 0 modelo contendo os preditores tempo de evolucdo da
doenca e carga parasitaria foi significativo e possibilitou o calculo das razdes de chance e seus
intervalos de confianca de 95%.

A relacdo do tempo de evolucdo da lesdo e da carga parasitaria, com a positividade dos
testes, foi também analisada através do GraphPad Prism 6.0 (Prism Software, Irvine, CA, USA).
A normalidade dos dados foi verificada através do teste Kolmogorov-Smirnov e entdo realizada
analise de variancia (ANOVA one-way) seguida do teste de Tukey, para comparacgdo entre as
cargas parasitarias e o teste Kruskal-Wallis sequido do po6s-teste de Dunn, para comparagdo
entre o tempo de evolucdo da lesdo.

As imagens dos cortes histoldgicos que ilustram este trabalho, foram obtidas através

do microscopio automatizado Leica DM5000B.
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5. RESULTADOS

5.1 Revisdo Sistematica para identificacdo de potenciais alvos antigénicos

5.1.1 Busca na literatura cientifica
No total, 1.642 artigos provenientes de quatro bases de dados foram identificados, sendo

excluidos 261 artigos que estavam em duplicatas. O titulo e o resumo dos 1.381 artigos
remanescentes foram analisados, sendo selecionados 139 artigos para a leitura na integra.
Critérios de exclusdo estavam presentes em 101 artigos, de modo que 38 artigos foram por fim

incluidos (Figura 4).

Figura 4 Diagrama de fluxo ilustrando o processo de selecdo de estudos de acordo com
PRISMA.
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52

5.1.2 Anélise descritiva dos estudos incluidos

As caracteristicas gerais dos estudos incluidos estdo apresentadas na Tabela 4. Os testes
imunolégicos foram avaliados para o diagndstico da LC, LM e/ou LT. Nos diferentes estudos,
foram incluidos entre 18 a 257 pacientes no grupo de casos, ja o tamanho amostral do grupo
ndo caso variou de 8 a 261 pacientes. Na maioria dos estudos incluidos (84,2%) foi avaliado o
desempenho de ensaio de ELISA empregando diferentes proteinas purificadas ou
recombinantes e peptideos sintéticos, para deteccdo de anticorpos especificos anti-Leishmania.
Ja a deteccdo de antigenos do parasito, foi avaliada por teste rapido ou IHQ, utilizando
anticorpos monoclonais. Os padroes de referéncia utilizados também foram diversos, sendo
utilizada associacdo de testes em pelo menos 22 estudos incluidos. Em trinta e um estudos
(81,6%), pelo menos um método parasitoldgico foi considerado como teste referéncia, como
exame direto ou cultura. Nos sete estudos remanescentes (18,4%), diferentes testes
imunoldgicos ou moleculares foram considerados padrédo de referéncia. Em relacdo a fase de
desenvolvimento dos testes avaliados, 89,5% dos estudos (34 de 38) foram classificados como
de estudo de fase I (prova de conceito) e os 10,5% restantes (4 de 38) foram classificados como

de estudo de fase IlI.



Tabela 4 Caracteristicas dos estudos incluidos na revisao sistematica.

53

Pais/ Nao- ~
A . Casos Teste padrédo de . . . . Fase do
Referéncia Origem das ) casos I — Metodologia Alvo proteico Tipo Forma clinica -
amostras (n)
BENNIS et al. (2018) Marrocos 136 83 Exame direto e/ou PCR Teste rapido Peroxidoxina AcPo LC 1l
CARMELDO et al. (2002) Peru 24 44 Exame direto e cultura ELISA H1 e 7 peptideos PR /PS LC |
CARVALHO et al. (2017) Brasil 57 55 Exame direto e PCR ELISA PH (XP_001469551.1) PR LT |
. IRDM e/ou
CELESTE et al. (2004) Brasil 26 20 histopatologia e RIF! ELISA HSP83 PR LCelLM |
. Exame direto e teste
CELESTE et al. (2014) Brasil 26 109 imunol6gico ELISA HSP83 PR LCelLM |
COELHO et al. (2016) Brasil 24 28 Exame direto e PCR ELISA Citocromo ¢ oxidase e Fator de | 5o LT |
liberagéo de histamina de IgE
COSTA et al. (2016) Brazil 50 10 Exame direto e PCR ELISA A10, C11, C12 B10, B7 e H7 PS LT |
DE SILVA et al. (2017) Sri Lanka 59 22 PCR Teste rapido Peroxidoxina AcPo LC Il
Enolase; fator de iniciagdo
. Exame direto, PCR e eucaridtica 5a; PH
DUARTE et al. (2015) Brasil 43 40 IRDM ELISA (LbrM.30.3350): triparedoxina PR LT |
peroxidase e B-tubulina
GOMES-SILVA et al. Brasil 58 171 Exame dlre,to_e teste ELISA Fracdo ligada a Concanavalma- pp LT |
(2008) imunoldgico A e Jacalina
CARMELDO et al. (2002) Peru 20 19 Exame direto e cultura ELISA 23085, 23089 e 23083 PS LT |
x Exame direto e
JENSEN et al. (1996) Sudao 33 88 histopatologico ELISA GPB e Gp63 PS /PP LC |
KENNER et al. (1999) AC':rftrr'gf‘ 41 20 Cultura IHQ G2D10 AcMo LC |
LAGE et al. (2019) Brasil 50 75 Exame direto e PCR ELISA A2 e PH (XP_003886492.1) PR LT |
LIMA et al. (2017b) Brasil 45 50 Exame IdF'JSt,\(jl' PCRe ELISA PH (XP_001566959.1) PR LT,LCeLM |
Enolase; fator de iniciagdo
LIMA et al., (2018) Brasil 40 143 Exame direto e PCR ELISA eucariotica 5a; PH PR LT |
(XP_001566959.1) e B-tubulina
LINK et al. (2017) Brasil 57 30 ELISA ELISA P1eMIX (P1+ P2 + P3) PS LC |
LONGONI et al. (2014) Coldémbia 51 10 Exame direto ELISA Ferro-superdxido dismutase PP LC |
MARIN et al. (2009) Espanha 113 32 Exame direto ELISA Ferro-superdxido dismutase PP LCelLM |
MENEZ%@?;)JZA etal. Brasil 65 70 Exame direto e PCR ELISA Peroxidoxina PR LT, LCe LM |
MENEZ%;%;ZA etal. Brasil 65 | 70 | ExamediretoePCR ELISA HSP83 e 3 peptideos PRIPS | LT,LCeLM |
MENEZ%;?;)JZA etal. Brasil 65 70 Exame direto e PCR ELISA MAPK3 e MAPK4 PR /PS LT |
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MENEZES-SOUZA et al.

(2015b)
MONTOYA et al. (1997)

PADILLA; MONTOYA,
(2003)

SALLES et al. (2019)

SATO et al. (2017)
SCHALLIG et al. (2019)
SHIRIAN et al. (2014)
SKRABA et al. (2014)

SOTO et al. (1996)

SOUZA et al. (2013)

DE SOUZA et al. (2018)
DE SOUZA et al. (2019)
VIDIGAL et al. (2008)

VINK et al. (2018)
YEGANEH et al. (2009)
ZURITA et al. (2003)

Brasil

Col6mbia /
Peru

Peru
Brasil

Brasil
Suriname
Ird

Brasil

Espanha

Brasil

Brasil
Brasil
Brasil

Afeganistdo
Ird
Peru

65

78

18

40

219
79
100
60

21

102

30
74
48

257
30
50

70

39

100

281
14
30

177

30

180

119
63
114

17
41
36

Exame direto e PCR
Teste soroldgico
ELISA

Exame direto e PCR

Exame direto, PCR e/ou
histopatologia
Exame direto e PCR
Citologia ou histologia e
PCR
Exame direto

Exame direto e RIFI

IRDM, teste
imunoldgico,
histopatologia e/ou
prova terapéutica

Exame direto e cultura

Exame direto
Exame direto, IRDM e
RIFI
Exame direto e/ou PCR
Exame direto
Cultura

ELISA
ELISA
ELISA
ELISA

ELISA
Teste rapido

IHQ
ELISA

ELISA

ELISA

ELISA
ELISA
ELISA

Teste rapido
ELISA
ELISA

Catepsina L-like e peptideo

T26-U2 e T26-U4

Proteinas ribossomais acidas
P2B
Proteina-3 miristoilada e
peptideo

LB6H e Lb8E

Peroxidoxina
I1S2-2B4 (A1l) e XLVI-5B8- B3
(T1)

Mix (36 e 48-56 kDa)
Familia de proteinas
ribossémicas acidas (LiP2a-Q e
LiP2b-Q)

H2A; H2B; H3; H4; HSP70;
KMP-11

NGP 0204; NGP2333; NGP
2334; NGP 2203
Lbk39

Fracdo 8 - pico 2

Peroxidoxina
Ferro-superdxido dismutase-B1
HSP70 e 5 peptideos

PR

PR

PR

PR/PS

PR
AcPo
AcMo

PP

PR

PR

PP
PR
PP

AcPo
PR
PR

LT
LT
LT
LT

LT
LC
LC
LC

LM

LT,LCeLM

LC
LC
LC

LC
LC
LT,LCe LM

Legenda: LC — Leishmaniose Cutanea; LM — Leishmaniose Mucosa; LT — Leishmaniose Tegumentar; PH — Proteina Hipotética; PR — Proteina Recombinante; PP — Proteina
Purificada; PS — Peptideo Sintético. Fonte: elaborado pelo autor
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5.1.3 ELISA para diagndsticode LT

Dezenove estudos avaliaram o desempenho do ensaio de ELISA usando total de 56
antigenos para o diagndstico de LT, sem distingdo da forma clinica (Figura 5). Foram avaliados
38 proteinas recombinantes, 14 peptideos sintéticos e 4 proteinas purificadas. O nimero de
pacientes com LT variou entre 20 a 219 e o nimero de pacientes ndo-casos variou de 8 a 281.
Quarenta e sete antigenos (82,1%) foram avaliados em estudos que consideraram pelo menos
um método parasitologico como teste padrdo de referéncia. Nestes estudos, o maior
desempenho (100% de sensibilidade e especificidade) foi relatado para quatro proteinas
recombinantes (citocromo ¢ oxidase; proteina hipotética XP_003886492.1; fator de liberacdo
de histamina de IgE; triparedoxina peroxidase) e quatro peptideos sintéticos (A10, B7, C12 e
H7) selecionados pela técnica de exibicdo de fago (COELHO et al., 2016; DUARTE et al.,
2015; LAGE et al., 2019; SALDARRIAGA et al., 2016). Outros 14 antigenos (12 proteinas
recombinantes e 2 peptideos sintéticos), apresentaram sensibilidade e especificidade superior a
90% nos trabalhos avaliados. Estudos que consideraram pelo menos um método imunoldgico
como teste padrao de referéncia, avaliaram 9 antigenos, com sensibilidade variando de 39,8%
a 77% e especificidade de 53,4% a 97%.
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Figura 5 Antigenos utilizados nos ensaios imunoenzimatico de ELISA para o diagndstico da

leishmaniose tegumentar.
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5.1.4 ELISA para diagnostico de LC

Em 17 estudos, o desempenho do ensaio de ELISA, usando 44 antigenos, foi avaliado
para o diagnostico de LC, sendo 20 proteinas recombinantes, 13 peptideos sintéticos e 11
proteinas purificadas (Figura 6). Trinta e cinco (79,5%) antigenos foram avaliados por ensaio
de ELISA, em estudos que consideraram pelo menos um método parasitolégico como teste
padrdo de referéncia. Nestes estudos, o tamanho amostral variou de 12 a 74 para pacientes com
LC e para pacientes ndo-caso de 10 a 177. Nove antigenos (20,5%) foram avaliados em estudos
que consideraram pelo menos um teste imunolégico como padréo de referéncia. Nestes estudos,
0 tamanho amostral variou de 12 a 57 para pacientes com LC e para pacientes ndo-caso de 20
a 92. Sensibilidade e especificidade de 100% foram reportadas em ensaios de ELISA utilizando
rPeroxidoxina e rHSP83 (CELESTE et al., 2004; MENEZES-SOUZA et al., 2014a). Outros
estudos também reportaram sensibilidade e especificidade superior a 90% em ensaios de ELISA
realizados com rHSP83 (CELESTE et al., 2014; MENEZES-SOUZA et al., 2014b).
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Figura 6 Antigenos utilizados no ensaio imunoenzimatico de ELISA para o diagnostico da

leishmaniose cutanea.

ELISA para diagnéstico LC - métodos parasitolégices como padrao de referéncia

Study

Carmelo et al 2002: H1_23061 (PS1)
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Carmelo et al 2002: H1_23069 (PS5)
Carmelo et al 2002: H1_23071 (PS6)
Carmelo et al 2002: H1_23073 (PS7)
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Celeste et al 2014; HSP83 (FR)
Jensen et al 1996: Gp63 Ld (PP)
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Longoni et al2014:Ferro supero. dismutase La(PP)
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Legenda: PR — Proteina Recombinante; PP — Proteina Purificada; PS — Peptideo Sintético; La — L. amazonensis; Lb — L.
braziliensis; Li — L. infantum; Lp — L. peruvian.Fonte: elaborado pelo autor.
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5.1.5 Outros testes imunolégicos para diagnostico de LC

O desempenho do teste rapido CL Detect™ (InBios International Inc., Seattle, WA,
EUA), foi avaliado em quatro estudos realizados em diferentes paises. A sensibilidade variou
entre 35,6 a 67,6% e especificidade foi superior a 80%. Dois estudos avaliaram a IHQ
empregando AcMos para detec¢do de antigenos em bidpsia de pele. O melhor desempenho foi
relatado para o AcMo 1S22B4 / XLVI5B8, com 96% e 100% de sensibilidade e especificidade,
respectivamente (SHIRIAN et al., 2014) (Figura 7).

Figura 7 Antigenos utilizados em outros testes imunoldgicos para diagnéstico da leishmaniose
cutanea.

Study TP FP FN TN Sensitivity (95% CI) Specificity (95% CI) Sensitivity (95% Cl)  Specificity (95% CI)
Bennis et al 2018: Peroxidoxina (TR) 92 5 44 78 0.68 [0.59, 0.75] 0.94 [0.86, 0.98] - =
de Silva et al 2017: Peroxidoxina (TR) 21 0 38 22 0.36 [0.24, 0.49] 1.00 [0.85, 1.00] —— —a
Kenner et al 1999: G2D10 (IHC) 21 0 20 20 0.51[0.35, 0.67] 1.00 [0.83, 1.00] —— —a
Schallig et al 2019: Peroxidoxina (TR) 29 2 50 12 0.37 [0.26, 0.48] 0.86 [0.57, 0.98] - —
Shirian et al 2014: 1522B4 Lt - XLVISB8 Lm (HC) 96 0 4 30 0.96 [0.90, 0.99] 1.00 [0.88, 1.00] - -
Vink et al 2018; Peroxidoxina (TR) 188 0 89 17 0.65 [0.59, 0.71] 100080100,  , @&, ., . . , -~

002040608 10020406081
Legenda: Lt — Leishmania tropica; Lm — Leishmania major; Lg — Leishmania gerhilli; TR — Teste rapido; IHC —
Imuno-histoquimica. Fonte: elaborado pelo autor.

5.1.6 ELISA para diagndstico de LM

Em nove estudos, foi avaliado o desempenho do ensaio de ELISA utilizando 23
antigenos para o diagndstico de LM, compreendendo 19 proteinas recombinantes, trés
peptideos sintéticos e uma proteina purificada (Figura 8). Dezesseis antigenos foram avaliados
por ensaio de ELISA, em estudos que consideraram pelo menos um método parasitologico
como teste padrdo de referéncia. Nestes estudos, o tamanho amostral variou de 14 a 45 para
pacientes com LM e para pacientes ndo-caso de 30 a 79. Sete antigenos foram avaliados em
estudos que consideraram pelo menos um teste imunologico como padréo de referéncia. Nestes
estudos, o tamanho amostral variou de 14 a 53 para pacientes com LM e para pacientes ndo-
caso de 20 a 92. O melhor desempenho (100% de sensibilidade e especificidade), também foi
observado para a rHSP83 (CELESTE et al., 2004). Elevada sensibilidade e especificidade
também foram reportados em ensaios de ELISA empregando outros antigenos, como proteina
hipotética XP_001467126.1, com 100% e 98% de sensibilidade e especificidade,
respectivamente (LIMA et al., 2017), seguida pelo HSP83 com 100% e 97,5% (CELESTE et
al., 2014) e peroxidoxina com 95% e 100%, respectivamente (MENEZES-SOUZA et al.,
2014a).
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Figura 8 Antigenos utilizados no ensaio imunoenzimético de ELISA para o diagnostico da
leishmaniose mucosa.

ELISA para diagnéstico LM - métodos parasitolégicos como padrao de referéncia

Study TP FP FN TN Sensitivity (95% Cl) Specificity (95% Cl) Sensitivity (95% Cl)  Specificity (95% CI)
Celeste et al 2014: HSP83 (PR) 14 2 077 1.00 [0.77, 1.00] 0.97 [0.91, 1.00] — -
Lima et al 2017: Hipotetica_XP_001566959.1 (PR) 25 1 0 49 1.00 [0.86, 1.00] 0.98 [0.89, 1.00] —a —a
Marin et al 2009: Superoxido dismutase (PP) 42 219 3 M 0.93 [0.82, 0.99] 0.34 [0.19, 0.53] —= —
Menezes-Souza et al 2014(1): HSP83.1 (PR) 18 3 2 67 0.90 [0.68, 0.99] 0.96 [0.88, 0.99] — = =
Menezes-Souza et al 2014(1): HSP83.1 (PS1) M1 4 9 66 0.55 [0.32, 0.77] 0.94 [0.86, 0.98] — -
Menezes-Souza et al 2014(1): HSP83.1 (PS2) 10 7 10 63 0.50 [0.27, 0.73] 0.90 [0.80, 0.96] L &
Menezes-Souza et al 2014(1): HSP83.1 (PS3) 15 6 5 64 0.75[0.51, 0.91] 0.91[0.82, 0.97] — =
Menezes-Souza et al 2014(2): Peroxidoxina (PR) 19 0 1 70 0.85[0.75, 1.00] 1.00[0.95, 1.00] —= -
Soto et al 1996: Acida ribosomal p. _LiP2aQ (PR) 6 0 5 30 0.76 [0.53, 0.92] 1.00 [0.88, 1.00] — —u
Soto et al 1996: Acida ribossomal p._LiP2bQ (PR) 9 0 12 30 0.43[0.22, 0.66) 1.00[0.88, 1.00] — & —a
Zurita et al 2003: HSP70 (109 - 245) (PR3) 6 0 14 36 0.30[0.12, 0.54] 1.00[0.90, 1.00] — @ — -
Zurita et al 2003: HSP70 (1 - 114) (PR2) 5 0 15 36 0.25 [0.09, 0.49] 1.00[0.90, 1.00] — @ —a
Zurita et al 2003: HSP70 (240 - 357) (PR4) 5 0 15 36 0.25[0.09, 0.49] 1.00[0.90, 1.00] — & —a
Zurita et al 2003: HSP70 (352 - 518) (PR5) 10 1 10 35 0.50[0.27, 0.73] 0.97 [0.85, 1.00] — —a
Zurita et al 2003: HSP70 (513 - 663) (PR6) 13 3 7 33 0.65[0.41, 0.85] 0.92[0.78, 0.98] — —=
Zurita et al 2003: HSP70 (PR1) 17 3 3 33 0.85 [0.62, 0.97] 0.92[0.78,098] | | P—_ P '_.—I

;
0020406081 0020406081
ELISA para diagnéstico LM - outros testes como padrao de referéncia

Study TP FP FN TN Sensitivity (95% Cl) Specificity (95% Cl) Sensitivity (95% Cl)  Specificity (95% CI)
Celeste et al 2004: HSP83 (PR) 14 0 0 20 1.00 [0.77, 1.00] 1.00 [0.83, 1.00] —a —a
Souza et al 2013: H2A (PR) 30 19 23 73 0.57 [0.42, 0.70] 0.79[0.70, 0.87] — —&
Souza et al 2013: H2B (PR) 46 34 7 54 0.87 [0.75, 0.95] 0.61[0.50, 0.72] —& -
Souza et al 2013: H3 (PR) 23 27 30 61 0.43[0.30, 0.58] 0.69[0.59, 0.79] —— —
Souza et al 2013: H4 (PR) 43 40 10 48 0.81[0.68, 0.91] 0.55 [0.44, 0.65] — -
Souza et al 2013: HSP70 (PR) 42 7 11 85 0.79 [0.66, 0.89] 0.92[0.85, 0.97] — il
I — —

Souza et al 2013: KMP11 (PR) 39 25 14 63 0.74 [0.60, 0.85] 0.72[0.61, 0.81]

D 020406081 0020406081
Legenda: PR — Proteina Recombinante; PP — Proteina Purificada; PS — Peptideo Sintético; Fonte: elaborado pelo
autor.

5.1.7 Avaliacéo do risco de viés

A avaliacdo do risco de viés e aplicabilidade dos estudos incluidos esta apresentada na
Figura 9. Dos 38 estudos avaliados, 21 apresentaram alto risco de viées na selecdo dos pacientes.
O risco ndo estava claro para o teste avaliado em 34 estudos e para 30 estudos, com relacdo ao
fluxo e tempo. Dezenove estudos mostraram grande preocupacao em relacdo a aplicabilidade

dos critérios de selecdo de pacientes.

Figura 9 Risco de viés avaliado pela ferramenta QUADAS-2, de acordo com as diferentes
caracteristicas do estudo.

Fluxoe Tempo | | O Baixo O Alo O Pouco claro

Referéncia |

QUADAS-2

Testeavaliado | [ | | |

Selecdo doPaciente | |

0% 20% 40% 60% 30% 100% 0% 20% 40% 60% 80% 100%

Proporgdo de estudos com baixo, alto ou pouco claro Proporgdo de estudos com baixo, alto ou pouco claro
Riscode viés Aplicabilidade

Fonte: elaborado pelo autor.
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5.2 Selecéo dos antigenos recombinantes

Os resultados de identidade e e-value obtidos por meio do alinhamento local das
sequéncias selecionadas, estdo demonstrados na tabela 5. Os antigenos selecionados
apresentam elevada identidade entre as principais espécies de Leishmania, responsaveis pela
LT no Brasil e baixa identidade com sequéncias de Homo sapiens e Mus musculus.

Tabela 5 Alinhamento local das sequéncias polipeptidicas de antigenos de Leishmania
braziliensis, selecionadas com proteinas de L. guyanensis, L. amazonensis, Homo sapiens e
Mus musculus.

Leishmania Leishmania "
. - Homo sapiens Mus musculus
Antigenos ID guyanensis amazonensis
e- Ident e- Ident. e- Ident. e- Ident.
value (%) value (%) value (%) value (%)

mTXNPx A4HCL7 LEIBR | 4e-168 98,2 5e-151 87,1 1le-83 56,0 2e-83 57,7
LACK A4HGX7_LEIBR 0,0 100,0 0,0 96,79 9e-103 46,9 1e-102 46,9
SACP A4HQGY LEIBR 0,0 98,8 - - 4e-09 38,61 3e-08 36,6
KMP-11 Q7KQ25 LEIBR | 2e-60 100,0 le-57 94,6 - - - -
LbPH A4HIR9 LEIBR 0,0 99,2 - - 3e-31 33,7 4e-29 32,59
MAPK4 A4HA94 LEIBR 0,0 99,7 - - 7e-94 43,9 3e-93 44,4

Fonte: elaborado pelo autor.

5.2 Producéo dos antigenos recombinantes

A transformacdo das bactérias de expressdo com cada uma das construcdes foi
confirmada apds a extragcdo dos plasmideos e restricdo enzimatica com as enzimas BamHI e
Hindlll e esta apresentada na Figura 10. No gel de poliacrilamida 6%, é possivel verificar a
presenca dos fragmentos de DNA que correspondem a regido codificadora de cada antigeno,
com tamanho proximo ao esperado, sendo para mTXNPx 678 pb, LACK 630 pb; sAcP 309 pb;
KMP-11 276 pb; LbPH 1074 pb e MAPK4 1089 pb. Em todas as construcfes analisadas
verificamos a presenca de um fragmento de aproximadamente 5344 pb, referente ao plasmideo
pET?28a.
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Figura 10 Gel de poliacrilamida 6%, corado com nitrato de prata 0,2%, apresentando os perfis
de restricdo das construcées clivadas com as enzimas BamHI e Hindl11

_PM 4 ‘ _ 6

1500ph
1000pb -
800pb

500pb

300ph S—

Legenda: (PM) padrdo de pares de base; (1) pET28a-mTXNPx; (2) pET28a-LACK; (3) pET28a-sAcP; (4)
pET28a-KMP-11; (5) pET28a-LbPH e (6) pET28a-MAPKA4. Fonte: elaborado pelo autor.

Apos o estabelecimento das condi¢des ideais de expressdo para producdo de cada
antigeno recombinante, foi realizado o teste de solubilidade. O perfil eletroforético do lisado
bacteriano, antes e ap6s a inducdo com IPTG e as fracdes solGveis e insollveis, obtidas apds o
processo de lise e desnaturacdo estdo apresentadas na Figura 11. A mTXNPXx esta presente nas
fracdes soluvel e insolivel. Apesar da presenca do antigeno na forma sollvel, optou-se pela
purificacdo da fracdo insoltvel, a fim de obter um maior rendimento. Os antigenos LACK,
LbPH e MAPK4 (Figura 11b, e, f) foram também purificados a partir da fracdo insoluvel. Ja a

SAcP e KMP-11 foram purificados a partir da fracdo soltvel.
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Figura 11 Gel de poliacrilamida 15% corado com azul de Coomassie, demonstrando a
solubilidade dos antigenos recombinantes

24kDa’

17kDa .

12kDa

24kDa "

17kDa S8

12kDa

Legenda: (a) mTXNPX; (b) LACK; (c) sAcP; (d) KMP-11; (e) LbPH; (f) MAPK4. Em cada uma das figuras,
constam sobrescritos: PM: padrdo de peso molecular (GE Healthcare); Linha 1: lisado bacteriano antes da indugéo
com IPTG; Linha 2: lisado bacteriano ap6s indugdo com IPTG; Linha 3: fragdo soltvel e Linha 4: fragdo insoltvel.
Setas em vermelho indicam o antigeno expresso no lisado bacteriano, ap6s indugédo com IPTG e na fragdo que foi
purificada. Fonte: elaborado pelo autor.

Determinada a solubilidade (solGvel ou insolavel), os antigenos foram purificados
conforme demonstrado na Figura 12, representada por um gel de poliacrilamida SDS-PAGE,
no qual é possivel verificar que, apds a purificacdo, os antigenos rmTXNPx (24,9kDa), rLACK
(23,1kDa); rSAcP (11,3kDa); rKMP-11 (10,1kDa); rLbPH (39,4kDa) e MAPK4 (39,9kDa),

apresentaram pesos moleculares proximos aos esperados.
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Figura 12 Gel de poliacrilamida 15% corado com azul de Coomassie, demonstrando a pureza
dos antigenos recombinantes

1.

39,9kDa

Legenda: (@) rmTXNPX; (b) rLACK; (c) rSACP; (d) rKMP-11; (e) rLbPH; (f) IMAPK4. Em cada uma das figuras,
constam sobrescritos: PM: padrdo de peso molecular (GE Healthcare); Linha 1: lisado bacteriano antes da indugéo
com IPTG; Linha 2: lisado bacteriano apds indugdo com IPTG e Linha 3: antigeno recombinante apés purificagéo.
Fonte: elaborado pelo autor.

O reconhecimento dos antigenos com tamanho préximo ao esperado, através do Western
blotting com anticorpo contra a cauda de histidina, confirma a obtencdo de cada um dos

antigenos recombinantes produzidos (Figura 13).

Figura 13 Técnica de Western blotting demonstrando o reconhecimento dos antigenos
recombinantes pelo AcMo anti-histidina
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Legenda: (PM) padrédo de peso molecular (GE Healthcare); (1) rmTXNPX; (2) rLACK; (3) rSAcP; (4) rKMP-11;
(5) rLbPH; (6) rMAPKA4. Fonte: elaborado pelo autor.
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5.3 Producéo dos anticorpos monoclonais

A cinética da producdo de anticorpos IgG total pelos camundongos imunizados com
cada um dos antigenos recombinantes produzidos foi avaliada por meio do ensaio de ELISA e
esta representada na Figura 14.



Figura 14 Cinética da producao de anticorpos 1gG anti-antigenos recombinantes pelos camundongos imunizados
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Legenda: As coletas de sangue foram realizadas imediatamente antes da 12 imuniza¢do (DO0), da 22 imunizacdo (D15); da 3% imunizagdo (D30); da 4% imunizacdo (D45) e da 5°

imunizacdo (D60). Fonte: elaborado pelo autor.
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Anticorpos especificos contra todos os antigenos avaliados foram detectados em niveis
crescentes a partir da segunda semana de imunizacao. Os maiores indices de imunorreatividades
foram obtidas pelos camundongos imunizados com os antigenos rSAcP e rKMP-11 (sAcP
DOusso620 = 1,84; KMP-11 DOuso620 = 1,98).

Apos a esplenectomia dos camundongos imunizados, foi realizada a hibridizagdo
somatica, através da fusdo dos esplendcitos com as células mielomatosas. A produgdo de
anticorpos pelos hibridomas foi entdo avaliada por ELISA. No entanto, ap6s a fusdo dos
esplendcitos dos camundongos imunizados com os antigenos rSAcP e rKMP-11, nao foram
identificados hibridomas produtores de anticorpos especificos contra estes antigenos. Desta
forma, ndo foi possivel concluir a producdo dos AcMo anti-sAcP e anti-KMP-11. J& a partir
dos esplendcitos dos camundongos imunizados com rmTXNPX, rLack, rLbPH e rMAPK, foi
possivel obter e purificar os AcMos especificos. A confirmacdo de que estes AcMos
reconhecem seus respectivos antigenos recombinantes, foi realizada por Western blotting e esta

demonstrada na Figura 15.

Figura 15 Técnica de Western blotting demonstrando o reconhecimento dos antigenos
recombinantes pelos anticorpos monoclonais anti-antigenos especificos.
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Legenda: (a) reconhecimento de rmTXNPx pelo AcMo anti-mTXNPXx; (b) reconhecimento do rLACK pelo AcMo
anti-LACK; (c) reconhecimento do rLbPH pelo AcMo anti-LbPH e (d) reconhecimento rMAPK4 pelo AcMo anti-
MAPK4. PM: padréo de peso molecular (GE Healthcare). Fonte: elaborado pelo autor.

A capacidade dos AcMos produzidos reconhecerem antigenos presentes no AgSL,
proveniente das principais espécies associadas a LT no Brasil, foi também avaliada por Western
blotting. Foi possivel identificar que os AcMos anti-mTXNPx e anti-LACK conseguiram
reconhecer 0s antigenos com tamanho proximo a proteina nativa presente no AgSLa, AgSLb e

AgSLg (Figura 16), sendo para mTXNPx e LACK, 24,9kDa e 35,3kDa, respectivamente. Ja 0s
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AcMos anti-LbPH e anti-MAPK4, ndo reconheceram os respectivos antigenos presentes nos

AgSLs (dados ndo apresentados).

Figura 16 Técnica de Western blotting demonstrando o reconhecimento de antigenos
especificos presentes no antigeno sollvel de L. amazonensis, L. braziliensis e L. guyanensis,
pelos anticorpos monoclonais anti-mTXNPx e anti-LACK.
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Legenda: Reconhecimento do AcMO anti-mTXNPx(a) e anti-LACK (b), no antigeno solGvel de Leishmania
amazonensis (1); Leishmania braziliensis (2) e Leishmania guyanensis (3). PM: padrdo de peso molecular (GE
Healthcare). Fonte: elaborado pelo autor.

5.4 Avaliacdo da imunorreatividade dos anticorpos monoclonais, através da técnica de
imuno-histoquimica

A partir dos fragmentos de lesdes cutaneas de hamsters experimentalmente infectados,
foi possivel confirmar que, através da IHQ os AcMo anti-mTXNPx (Figura 17) e anti-LACK
(Figura 18) produzidos, conseguem identificar e marcar formas amastigotas de L. amazonensis,
L. braziliensis e L. guyanensis, utilizando dois sistemas de deteccdo (IHQ-POD e IHQ-FA). No
entanto, empregando os AcMos anti-LbPH e anti-MAPK4, néo foi verificada a marcacdo das
formas amastigotas nos fragmentos de lesGes cutaneas dos hamsters experimentalmente

infectados com nenhuma das trés espécies de Leishmania (dados ndo apresentados).



69

Figura 17 Cortes histologicos de lesdes cutaneas de hamsters, experimentalmente infectados com L. amazonensis, L. braziliensis e L. guyanensis,
apresentando a marcacéo de formas amastigotas, através da técnica de IHQ, usando AcMo anti-mTXNPX e dois sistemas de deteccao.
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Legenda: IHQ-POD: Novolink Polymer Detection System (a-c) e IHQ-FA: Bond Polimer Detection System (d-f). Imagem no aumento de 280x e detalhe no aumento de 700x.
Seta: formas amastigotas de Leishmania. Fonte: elaborado pelo autor.
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Figura 18 Cortes histologicos de lesdes cutaneas de hamsters, experimentalmente infectados com L. amazonensis, L. braziliensis e L. guyanensis,
apresentando a marcacdo de formas amastigotas, através da técnica de IHQ, usando AcMo anti-LACK e dois sistemas de detecgéo.
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Seta: formas amastigotas de Leishmania. Fonte: elaborado pelo autor.
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5.5 Estudo de validacdo da técnica de imuno-histoquimica utilizando anticorpo
monoclonal anti-mTXNPXx
5.5.1 Andlise descritiva dos pacientes incluidos no estudo

Os pacientes que preencheram o critério de definicdo de caso, apresentaram média de
idade de 44,8 anos, variando entre 3 a 84 anos, sendo 75,5% (37/49) do sexo masculino. Em
média, estes participantes apresentavam duas lesbes cutaneas, variando entre 1 e 15 lesGes. Com
relacdo a localizacdo, 61,9% das lesdes encontravam-se nas extremidades inferiores, seguido
pelas extremidades superiores (23,8%) e face (9,5%). O tempo médio de evolucdo das lesdes
foi de 4 meses (variando entre 1 e 18 meses).

5.5.2 Desempenho dos testes diagndsticos avaliados

A sensibilidade, especificidade e acurécia dos testes diagnosticos estdo demonstradas
na Tabela 6. A IHQ-FA foi o Unico teste que apresentou sensibilidade acima de 80%,
significativamente maior do que o observado para HE (p = 0,02) e cultura (p = 0,001). Ja em
relacdo a especificidade, ndo foram observadas diferencas significativas entre HE, IHQ-POD e
IHQ-FA. No geral, IHQ-POD e IHQ-FA exibiram maiores taxas de acuracia, de modo que
apenas a IHQ-FA apresentou diferenca significativa quando comparada ao HE (p = 0,02). N&o

houve diferenca significativa entre IHQ-POD e IHQ-FA entre todos os parametros avaliados.

Tabela 6 Desempenho do exame direto, cultura, exame histopatoldgico (HE) e imuno-
histoquimica (IHQ) usando dois sistemas de deteccéo.

Sensibilidade (%0) Especificidade (%0) L -
Testes [1C 95%] [1C 95%] ACH@‘;;%’)
(n =49) (n=37) °
HE 65,3 [61,3 - 77,1] 94,6 [82,3 - 98,5] 77,9 [68,1 — 85,4]
(32/49) (35/37) (67/86)
] 79,6 [66,4 — 88,5] 94,6 [82,3 — 98,5] 86,1 [77,2—91,8]
IHQ-POD (39/49) (35/37) (74/86)
IHO-FA 85,7 [73,3—92,9] 97,3 86,2 — 99,6] 90,7 [82,7 — 95,2]
(42/49) (36/37) (78/86)
. - 77,6 [64,1 - 87,0]
Exame direto (38/49) - -
. 49,0 [35,6 - 62,5] ] ]
Cultura (24/49)

* O exame direto e a cultura ndo foram realizados para o grupo néo caso, portanto, a especificidade e a acuracia
ndo foram calculadas.

A grande vantagem da técnica de IHQ € a facilidade na visualizacdo de formas
amastigotas nos cortes histologicos, quando comparados ao HE, principalmente em pacientes

com baixa carga parasitaria (Figura 19).
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Figura 19 Cortes histoldgicos de lesdes cutdneas de paciente com baixa e alta cargas parasitarias, corados por Hematoxilina-Eosina, e submetidos

as IHQ-POD e IHQ-FA.
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Legenda: IHQ-POD: Novolink Polymer Detection System (b, €) e IHQ-FA: Bond Polimer Detection System (c, f). Imagem no aumento de 280x e detalhe no aumento de 700x.

Seta: formas amastigotas de Leishmania. Fonte: elaborado pelo autor.
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As taxas de positividade obtidas através da combinacdo dos diferentes testes
diagndsticos avaliados estdo apresentadas na Tabela 7. De forma geral, associar a técnica de
IHQ aos outros testes diagnosticos, independente do protocolo utilizado (IHQ-POD ou IHQ-
FA), aumenta significativamente a taxa de positividade no diagnostico de pacientes com LC. A
taxa de positividade para LC aumentou significativamente quando os resultados do exame
direto foram associados aos da IHQ-FA (95,9%; p = 0,008). J& a taxa de positividade do HE e
da cultura aumentou quando os resultados foram combinados com os da IHQ-POD e IHQ-FA,

resultando em mais de 85% de positividade.

Tabela 7 Taxas de positividade obtidas com a combinacéo de resultados das técnicas de
diagnostico

o s Taxa de positividade p
Combinacéo dos testes diagnosticos (%) (n=49)
Cultura 83,7 (41) 0,4470
Exame direto HE 87,8 (43) 0,1842
77,6% IHQ-P 91,8 (45) 0,0521
B IHQ-FA 95,9 (47) 0,0079*
2 HE 85,7 (42) 0,0001*
~ CLre IHQ-P 91,8 (45) <0,0001*
IHQ-FA 87,8 (43) <0,0001*
HE IHQ-P 85,7 (42) 0,0195*
65,3% IHQ-FA 93,9 (46) 0,0005*
Exame Direto + Cultura HE 93,9 (46) 01112
83,7% IHQ-P 98,0 (48) 0,0146*
B IHQ-FA 98,0 (48) 0,0146*
g Exame Direto + HE IHQ-P 91,8 (45) 0,5151
Cultura + HE IHQ-P 95,9 (47) 0,0822
85,7% IHQ-FA 95,9 (47) 0,0822
@ Exame Direto + Cultura IHQ-P 98,0 (48) 0,3057
Vg NS IHQ-FA 98,0 (48 0,3057
= 93,9% Q- 0 (48)
* p<0.05

A influéncia dos fatores de risco relevantes nas taxas de positividade das técnicas
diagnosticas foi avaliada e estd apresentada na Figura 20. O tempo de inicio da lesdo cutanea
(menor ou maior que 2 meses) € a carga parasitaria (menor ou maior que 10 parasitas/pg de
DNA de tecido) foram correlacionados com a positividade das técnicas diagndsticas. Embora

todos os testes tenham sido influenciados pelo tempo de evolucédo da lesdo, esse parametro ndo
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foi determinante para a positividade. No entanto, a maior carga parasitaria (>10 parasitos/pug de
DNA de tecido) foi significativamente associada a maior taxa de positividade para o exame
direto e cultura. Em relagdo ao exame direto, a chance de positividade em pacientes com >10
parasitos/jig de DNA de tecido foi 11,18 vezes maior do que em pacientes com menor carga
parasitaria. No entanto, essa relacdo nao foi observada para HE e IHQ, sugerindo que a
assertividade desses testes ndo foi influenciada pela carga parasitaria (Figura 20a). Desta forma,
néo foi observada diferenca significativa entre o tempo de evolucdo da lesdo e o resultado dos
testes avaliados (Figura 20b). Ja em relacdo a carga parasitaria, foi observada diferenca
significativa entre a carga parasitaria dos pacientes que tiveram resultados positivos e negativos,

diagnosticados através do exame direto e cultura (Figura 20c).

Figura 20 Relacéo entre a positividade das técnicas diagnosticas com o tempo de evolucgéo da
leséo cuténea e carga parasitaria.
]

Fatores de risco Testes Razé[u;ldges(;;ance p
Examedireto 0.48(0.08 - 3.08) 0.428
Tempo de inicio da Cultura 0.57 (0.15 - 2.12) 0.396
lesdo HE 1.73 (0.45- 6.59) 0.423
(>2 meses) IHC-P 3.33 (0.72- 15.30) 0.119
IHC-FA 2.64(0.46 - 15.29) 0.282
Examedireto 11.18 (2.00 - 62.51) 0.002
Carga parasitéria Cultura 4.46 (1.24- 16.05) 0.017
(>10 parasitas/pgde HE 3.45 (0.97 - 12.32) 0.052
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IHC-FA 1,94 (0.34-11.23) 0.459
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Legenda: (a) andlise de regresséo logistica binaria; (b) tempo de evolugdo da lesdo cutanea e (c) carga parasitéria
de acordo com o resultado do teste diagndstico. ** P < 0,001. Fonte: elaborado pelo autor.
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6. DISCUSSAO

Classificada como uma das 17 doencas tropicais negligenciadas pela OMS, a LT
continua sendo um problema de salde publica relevante, especialmente em paises endémicos,
com sistemas de saude frageis (WHO, 2021). Um dos muitos desafios para o enfrentamento e
reducdo no impacto dessa doenca é o diagndstico precoce e correto, muitas vezes prejudicado
pela ampla gama de manifestagBes clinicas, auséncia de teste padrdo-ouro e limitada
disponibilidade de recursos. De acordo com plano de acdo da Organizacdo Pan Americana da
Saude (OPAS), uma das metas visando a eliminacdo da doenca como problema de salde
publica é atingir 80% dos casos diagnosticados por exames laboratoriais (PAHO, 2017). Na
ultima década, o Brasil atingiu o limiar proposto, no entanto, esta € uma realidade em apenas
oito estados que compdem a federagdo (BRASIL, 2021).

De acordo com o Programa Especial para Pesquisa e Treinamento em Doengas
Tropicais (TDR) da OMS, o teste diagnostico ideal deveria ser acessivel, sensivel, especifico,
facil de usar, répido, realizado sem equipamento e entregue aos usuarios finais (MABEY et al.,
2004). Além destas caracteristicas desejaveis, critérios adicionais referentes a conectividade em
tempo real e facilidade de coleta de amostras, foram sugeridos, para serem incorporados as
estratégias de controle, compondo o acronimo em inglés REASSURED (LAND et al., 2019).
Para o diagnostico de doengas como HIV, tuberculose, sifilis e malaria, foram desenvolvidos
testes imunocromatograficos que satisfazem, total ou parcialmente, os critérios estabelecidos
(LAWN et al., 2012; PAI et al., 2007; POYER et al., 2015; TUCKER et al., 2010). Ja para o
diagnostico da LT, em que os recursos financeiros sdo escassos, nao existem testes que
englobam estes critérios, entretanto, a identificacdo de alvos antigénicos sensiveis e especificos
parece ser um passo promissor para o desenvolvimento destas ferramentas (NOYA et al., 2003).

A LT ndo é uma doenca caracterizada por producédo elevada de anticorpos especificos
anti-Leishmania. Niveis de anticorpos mais elevados sdo relatados para pacientes com LM e
LCD em comparagdo com pacientes com LC, que se caracteriza por uma resposta imune Thl
moderada (CARVALHO et al., 2012; SANTOS; BRODSKYN, 2014). Desta forma, os baixos
niveis de anticorpos circulantes, que ocasionam reac6es falso-negativas e/ou falso-positivas,
fizeram com que, os testes imunoldgicos ndo tivessem destaque relevante para o diagnéstico da
LT (SATO et al., 2017). No entanto, na revisdo sistematica realizada, encontramos diferentes
antigenos que apresentaram elevado potencial para aplicacdo no diagndstico da LT e até mesmo

para LC. Estes resultados sugerem que as técnicas imunoldgicas podem ser uma importante
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aliada para o diagnostico da LT, utilizando alvos sensiveis e procedimentos bem padronizados,
seja para deteccdo de antigenos ou anticorpos.

Os estudos analisados na revisdo sistematica foram realizados no periodo entre 1996 a
2019, porém, quase 50% deles foram conduzidos nos dltimos cinco anos, principalmente no
Brasil ou em outros paises da América Latina. O aumento do numero de estudos neste periodo
pode estar relacionamento ao fortalecimento de &reas como gendmica e protedmica, e
consequentes avancos das abordagens imunoprotedmicas (FULTON et al., 2013). Este periodo
coincide também com a interrupcdo da producdo do antigeno de Montenegro no Brasil a partir
de 2015, que tornou ainda mais escasso 0 cenario dos testes para o diagnostico da LC no pais
(BRAZ, 2019). Direta ou indiretamente, estes fatos podem ter impulsionado pesquisas voltadas
para a busca de novos testes de diagndstico para LT.

Em estudos de acurécia diagnostica, a escolha do teste de referéncia e a selecdo de
pacientes elegiveis, sdo pontos criticos que influenciam diretamente nos resultados obtidos
(IRWIG et al., 2002; KOREVAAR et al.,, 2019). Embora ndo exista padrdo ouro para o
diagnostico da LT, os testes parasitologicos sdo frequentemente utilizados devido a sua alta
especificidade. No entanto, sua limitada sensibilidade pode superestimar a sensibilidade dos
testes avaliados (DE MELLO et al., 2011; FABER et al., 2003; RAMIREZ et al., 2000;
SCHUBACKH et al., 2001). A PCR foi considerada um dos padrbes de referéncia em 47,4%
(18/38) dos estudos incluidos, sendo provavelmente o padréo de referéncia mais adequado.
Entretanto, em relacdo ao diagnostico molecular, cabe destacar que uma padronizacdo do
método ainda é necessaria, haja vista os diferentes protocolos de extracdo de DNA e alvos
moleculares que tém sido usados ao longo do tempo (OLIVEIRA et al., 2011).

A inclusdo de participantes que ndo apresentam a condi¢do alvo também compreende
um importante grupo em estudos de acuracia diagnostica. Entre os estudos incluidos, observou-
se com frequéncia a inclusdo de pacientes saudaveis ou com condi¢des que ndo se assemelham
ao quadro clinico da LT. A inclusdo de pacientes com doenca de Chagas, por exemplo, se
justifica pela proximidade filogenética dos agentes etioldgicos e sobreposicao desta doenca em
areas endémicas para LT (GUIMARAES et al., 1981). Individuos saudaveis de area endémica
também foram incluidos com frequéncia nos estudos, provavelmente devido a possibilidade do
contato prévio com parasito sem o desenvolvimento da doenca. No entanto, em estudos de
avaliacdo de desempenho de teste com finalidade diagndstica, deve ser estimulada a inclusdo
de pacientes com doencas que representam fatores de confusdo na prética clinica, que no
universo da LT incluem: esporotricose, paracoccidioidomicose, hanseniase, vasculite, sifilis,

ulceras de estase e outras doencas dérmicas ou mucosas (TIRELLI et al., 2017). A incluséo
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deste tipo de participante foi verificada, em apenas 47,4% (18/38) dos estudos. Neste sentido,
observa-se que a grande maioria dos estudos encontrados sdo estudos prova de conceito, ou
seja, estudos de fase 1, em que os pacientes incluidos para avaliacdo de sensibilidade e
especificidade ndo apresentavam a mesma condi¢cdo clinica. Embora o risco de resultados
tendenciosos, estudos de prova de conceito sdo essenciais para o desenvolvimento de testes
diagnosticos, visto que os resultados iniciais promissores, devem incentivando estudos
posteriores mais abrangentes (LEEFLANG; ALLERBERGER, 2019).

Na revisdo sistematica foram encontrados 79 antigenos, sendo 40 proteinas
recombinantes, 24 peptideos sintéticos e 15 proteinas purificadas. Em contraste com os AgSL,
a principal vantagem do uso de proteinas recombinantes e peptideos sintéticos se refere a
composi¢do antigénica mais pura, permitindo o desenvolvimento de técnicas mais padronizadas
e com menos reacdes cruzadas. Alem disso, a producdo desses antigenos nao requer a
manutenc¢do do parasito, proporciona maior reprodutibilidade entre lotes e permite a utilizacao
de diferentes antigenos juntos para aumentar a sensibilidade do teste diagndstico (HOLEC-
GASIOR, 2013).

Em comum, observa-se que todos os antigenos recombinantes avaliados para o
diagnostico da LT, foram produzidos em sistemas de expressdo procariéticos, utilizando
Escherichia coli. A auséncia de modificagfes pos-traducionais dos antigenos expressos por
bactérias poderia ser uma limitacdo para o emprego dessa biotecnologia no imunodiagndstico
(BRONDYK, 2009; WINGFIELD, 2015), no entanto, este ndo foi um fator altamente limitante,
visto que diferentes antigenos recombinantes, apresentaram resultados promissores, como
rMTXNPXx, rHSP83r, rCatepsina L-like, rCitocromo c oxidase, rFator de liberacdo de histamina
de IgE, rFator de iniciacdo eucariética 5a, bem como algumas proteinas hipotéticas (CELESTE
etal., 2004, 2014; COELHO et al., 2016; LAGE etal., 2019; MENEZES-SOUZA et al., 2014a,
2015b; SOUZA et al., 2013). Outras limitacGes do uso de antigenos recombinantes foram
reportadas, como a instabilidade e degradacdo, sendo considerada impeditivo para uso de
rHSP83 na pratica (CELESTE et al., 2014; SATO et al., 2017).

Uma das vantagens do uso de pequenos fragmentos como alvos antigénicos, como por
exemplo, os peptideos sintéticos, estd relacionada, sobretudo a capacidade de minimizar
reacdes ndo especificas. LINK et al. (2017) identificaram trés peptideos por técnica de exibicdo
de fago, provavelmente derivado da glicoproteina GP63, apresentando sensibilidade de 79%
em ELISA. COSTA et al. (2016) selecionaram trés clones (A10, C12 e H7) com alto poder na
discriminacdo entre pacientes com LT, doencga de Chagas, leishmaniose visceral e individuos

saudaveis, sendo reportado 100% de sensibilidade e especificidade. No entanto, os peptideos
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lineares curtos apresentam algumas desvantagens, como incapacidade de identificar anticorpos
séricos que reconhecem epitopos conformacionais, além de adsor¢do limitada em microplacas
de ELISA e problemas de reprodutibilidade (PARMLEY & SMITH, 1988; SMITH, 1985).

As proteinas purificadas podem representar vantagens significativas, principalmente no
que diz respeito a imunorreatividade. O ferro-superoxido dismutase, por exemplo, foi uma
proteina purificada que apresentou resultados interessantes, com mais de 80% de sensibilidade
para o diagnostico de LC ou LM, quando aplicado no ELISA. Porém, quando se utiliza
proteinas purificadas, a sensibilidade e a especificidade podem variar de acordo com o tipo,
fonte e pureza do antigeno utilizado (LONGONI; MARIN; SANCHEZ-MORENO, 2014,
MARIN et al., 2009).

Os Unicos estudos de fase 111 incluidos na revisdo avaliaram o teste rapido CL Detect™,
sendo neste caso, estudos de validacdo pos-comercializacdo. Apesar da limitada sensibilidade
reportada (entre 35 — 70%), estudos realizados no Marrocos e Afeganistdo ressaltam a
possibilidade de sua utilizacdo devido a simples execucao e alta especificidade, reduzindo assim
0 numero de pacientes com LC encaminhados para confirmacdo diagnostica (BENNIS et al.,
2018; VINK et al., 2018). Este fato demonstra a limitacéo e necessidade de testes diagndsticos,
com estas caracteristicas. O anticorpo monoclonal espécie-especifico (1S2-2B4 - A1l / XLVI-
5B8-B3) empregado em IHQ, também demonstrou elevada sensibilidade e especificidade (96%
e 100%, respectivamente) (SHIRIAN et al., 2014). Desta forma, estudos mais robustos
utilizando anticorpos monoclonais ou policlonais, para o diagnostico de LT em diferentes
plataformas, devem ser estimulados.

Um dos fatores que devem ser destacados na revisdo da literatura é o emprego de uma
estratégia de busca abrangente com quatro bases de dados. Em contrapartida, uma das
limitacGes pode ser o numero reduzido de estudos avaliando a mesma proteina alvo, sendo fator
impeditivo para a realizacdo de uma meta-analise dos dados. Além disso, € importante
considerar que o risco de viés para muitos dos estudos incluidos ndo era claro e/ou era alto para
parametros como: “Selegdo do paciente”, “Fluxo e tempo” e “Teste indice”. Em geral,
identificamos numero relevante de alvos antigénicos que podem ser aplicados em diferentes
plataformas para auxiliar no diagnostico clinico. No entanto, o alto nimero de estudos de prova
de conceito, destaca a necessidade de desenvolver estudos mais amplos e principalmente
prospectivos, incluindo pacientes com suspeita clinica de LT e utilizando testes de referéncia
mais sensiveis, para, desta forma, avaliar sua aplicacdo na pratica clinica.

Diante deste universo de antigenos ja descritos e identificados na literatura e,

considerando também caracteristicas bioldgicas de algumas proteinas bem como a
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disponibilidade do minigene, foram selecionados seis antigenos, que por apresentarem
caracteristicas distintas foram considerados potenciais alvos na técnica de IHQ. A elevada
identidade entre as espécies de Leishmania e limitada identidade com as sequéncias de Homo
sapiens e Mus musculus, também sugeriram que os antigenos selecionados poderiam ser
considerados bons alvos para serem detectados em amastigotas de Leishmania sp. usando a
técnica de IHQ. A fim de que o AcMo produzido pudesse ser utilizado para o diagndéstico da
LC causada pelas diferentes espécies, era desejada elevada identidade entre as espécies de
Leishmania. Ja a elevada identidade com Homo sapiens poderia favorecer a ocorréncia de
reacdo cruzada na técnica de IHQ e com Mus musculus, poderia comprometer o reconhecimento
pelo sistema imune do camundongo e prejudicar a producdo dos anticorpos especificos apds a
imunizacdo destes animais. Embora estas premissas tenham sido respeitadas, ndo foi possivel
a producdo dos AcMos anti-sSAcP e anti-KMP-11. Cabe destacar que, rSAcP e rKMP-11
produzidas, apresentaram algumas caracteristicas em comum, como 0 baixo peso molecular
(sAcP: 11,33kDa e KMP-11: 10,12kDa), terem sido purificadas a partir da fracdo solivel do
extrato bacteriano e apresentarem niveis maiores de anticorpos antigeno-especifico no dia da
altima imunizacdo, mensurados por meio do ensaio de ELISA. A principio, tais caracteristicas
poderiam ser vistas como vantagens para producdo dos anticorpos especificos, entretanto, nao
foram identificados hibridomas produtores de anticorpos especificos contra rSAcP e rKMP-11.

Ap0s confirmar a imunorreatividade dos AcMos produzidos frente a seus antigenos
recombinantes, avaliamos a capacidade dos AcMos reconhecerem seus antigenos nativos no
AgSLa, AgSLb e AgSLg através da técnica de Western blotting. Os AcMos anti-mTXNPXx e
anti-LACK foram capazes de identificar antigenos especificos no AgSLs das trés espécies,
confirmando a imunorreatividade dos anticorpos produzidos e a presenca destes antigenos em
formas promastigotas, assim como reportado previamente (BENTEL et al., 2003; COELHO et
al., 2012). Embora WANG et al. (2005), utilizando soro hiperimune de coelho imunizado com
a regido carboxiterminal de MAPKA4, identificaram este antigeno em AgS de Leishmania
mexicana, 0 AcMo anti-MAPK4, produzido neste estudo, ndo foi capaz de reconhecer o
antigeno especifico nos AgSL de L. amazonensis, L. braziliensis e L. guyanensis. A proteinca
hipotética, LbPH também havia sido descrita em ambos 0s estagios do parasito, sendo
reconhecida por anticorpos presentes no soro de pacientes com LC e LM (DUARTE et al.,
2015), mas 0 AcMo anti-LbPH néo reconheceu o antigeno especifico nos AgSL destas espécies.

O reconhecimento ou ndo do antigeno especifico no AgSL pelos AcMos produzidos,
ndo seria fator impeditivo para sua utilizacdo na IHQ, visto que o AgSL é produzido a partir de

formas promastigotas do parasito, ja para uso na IHQ € necessario que 0s antigenos estejam
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expressos nas formas amastigotas. Desta forma, a técnica de IHQ foi também avaliada em lesdo
de animal experimentalmente infectado com as principais espécies de Leishmania associadas a
LC no Brasil. No entanto, também néo foi comprovada a imunorreatividade dos AcMos anti-
LbPH e anti-MAPK4 na IHQ. O ndo reconhecimento pode estar relacionado ao baixo nivel de
expressao destes antigenos nos parasitos das espécies aqui avaliadas, ou ainda a possibilidade
destes anticorpos monoclonais identificarem epitopos lineares, para os quais foram produzidos
pela imunizacdo com antigenos recombinantes na forma desnaturada (RAMOS-VARA, 2005).
E possivel também que esses epitopos ndo estejam acessiveis nas proteinas na forma nativa,
encontradas nos amastigotas de Leishmania spp. (MIGHELL; HUME; ROBINSON, 2008). A
selecdo de outros hibridomas produtores de anticorpos, poderia ser avaliada futuramente a fim
de obter AcMos que reconhegam outros epitopos.

Diferentes estudos tém demonstrado a importancia da técnica de IHQ como ferramenta
auxiliar para o diagnostico da LC (SALOTRA et al., 2003; SHIRIAN et al., 2014). No entanto,
apesar dos avancos reportados, grande parte dos estudos utilizam soro anti-Leishmania sp.
obtido a partir de animais imunizados com AgSLs e sistemas de deteccdo usando ABC ou
LSAB, fatores que podem acarretar menor acuracia da técnica (AMATO et al., 2009;
MARQUES et al., 2017; MIGHELL; HUME; ROBINSON, 2008; QUINTELLA et al., 2009;
SALINAS et al., 1989; SCHUBACH et al., 2001). O uso AcMo e sistemas de deteccédo
compostos por polimeros, pode apresentar-se como uma alternativa para contornar esta
limitacdo, visto que é de simples realizacdo, apresenta maior sensibilidade e menor coloragédo
de fundo quando comparada aos sistemas tradicionais compostos por biotina (RAMOS-VARA,
2005).

A escolha dos dois sistemas de deteccdo de polimeros distintos esta relacionada ao fato
da enzima peroxidase, utilizada na IHQ-POD, ser a mais comumente empregada e a enzima
fosfatase alcalina, utilizada na IHQ-FA, ser mais recomendada para o diagndstico de doencas
infecciosas (LIANG et al., 2007; RAMOS-VARA et al., 2008). Embora IHQ-POD e IHQ-FA
tenham apresentado resultados satisfatorios para o diagndéstico da LC, sem diferenca estatistica,
verificamos melhor contraste para a visualizacdo das formas amastigotas usando a IHQ-FA.
Por vezes, verificamos também pigmentos marrons (hemossiderina) dentro dos macréfagos,
que nas rea¢es com IHQ-POD, atuam como fator de confusdo com a marcagdo marrom obtida
com DAB, como ja relatado anteriormente (RAMOS-VARA, 2005).

Neste estudo, a IHQ-POD e IHQ-FA apresentaram sensibilidade de 79,6% e 85,7%,
respectivamente, considerando a qPCR como teste padrdo de referéncia. Estudos avaliando a

IHQ para o diagnostico da LC, considerando métodos parasitologicos como padrdo de
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referéncia e utilizando soros policlonais e sistemas de detec¢do baseado em biotina, reportaram
sensibilidade entre 58,5% a 83,3% (AMATO et al.,, 2009; MARQUES et al., 2017,
QUINTELLA etal., 2009; SCHUBACH et al., 2001). O sistema de deteccdo e o uso de AcMos
podem aumentar a sensibilidade da técnica de IHQ, tendo em vista a amplificacdo de sinal e as
marcagBes especificas, devido a identificacdo das formas amastigotas que nem sempre
apresentam morfologia caracteristica (MIGHELL, HUME & ROBINSON, 2008; RAMOS-
VARA, 2005). Vale ressaltar também, a limitacdo do uso de métodos parasitolégicos como
padrdo de referéncia devido a baixa sensibilidade, que pode estar associada a quantidade de
material bioldgico avaliado e a necessidade de visualizacdo das formas amastigotas. Por outro
lado, elevada sensibilidade da qPCR, possibilita a inclusdo de pacientes que poderiam néo ser
diagnosticados por métodos parasito6gicos.

O limitado uso de AcMos para o diagnostico da LC através da técnica de IHQ, pode
estar relacionado a relativa dificuldade de obtencao, alem do custo superior, ao comparar com
0s soros hiperimunes. No entanto a alta pureza e especificidade podem representar vantagens
significativas. Empregando AcMo anti- L. gerbilli, sensibilidade de 51% foi reportada
(KENNER et al., 1999). No Brasil, ALVES et al. (2013), reportaram sensibilidade de 71,2%
utilizando AcMo anti-lipofosfoglicano (LPG). Ja no Iran, onde a LC é causada principalmente
por L. major e L. tropica, sensibilidade superior a 90% foi reportada para a técnica de IHQ
utilizando AcMo contra proteina especifica destas espécies (SHIRIAN et al., 2014). No geral,
esses resultados sugerem que a IHQ utilizando AcMos pode ser um teste sensivel e eficaz para
o0 diagndstico de LC.

A associacdo de diferentes testes diagndsticos é frequentemente recomendada a fim
melhorar o diagndstico final dos pacientes com suspeita de LT (GOTO et al.,, 2010;
SCHUBACKH et al., 2001). Através da associacdo dos resultados das técnicas aqui avaliadas,
verificamos significativo aumento da taxa de positividade para o diagnostico para LC. Na rotina
diagnostica, a IHQ frequentemente € realizada junto com HE, neste estudo, a taxa de
positividade do HE foi de 65,3% e atingiu mais de 93,9% quando associada a IHQ-FA. Outros
estudos também reportaram aumento da positividade do HE quando usado em associacdo com
a IHQ, com taxa de positividade aumentando de 50% para 76,1% e de 53,3% para 80%,
respectivamente (GONZALEZ et al., 2019; QUINTELLA et al., 2009). Desta forma, o uso da
IHQ em laboratorios com infraestruturas e equipamentos adequados para o diagnostico
histopatoldégico de rotina pode facilitar a identificagdo do parasito, melhorando
consideravelmente a acuracia do diagnostico de LC. Verificamos também aumento

significativo na taxa de positividade quando os resultados do exame direto foram associados
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aos da IHQ-FA (de 77,6% para 95,9%), demonstrado que na disponibilidade de servigos de
patologias, estas técnicas podem ser utilizadas em associacao.

Em geral, observa-se correlacdo inversa entre o tempo de evolugédo da leséo cutanea e a
sensibilidade das técnicas parasitologicas para o diagndstico de LC (GUTIERREZ et al., 1991;
RAMIREZ et al., 2000; WEIGLE et al., 1987). No entanto, neste estudo, através da analise de
regressdo logistica, verificamos que os testes avaliados foram influenciados pelo tempo de
evolugdo das lesBes cutineas, mas essa variavel ndo foi estritamente determinante para a
sensibilidade desses testes. E importante destacar que o tempo de evolucdo da lesdo foi
informado pelos pacientes e, portanto, € uma variavel subjetiva. Em contraste, a carga
parasitaria foi significativamente determinante para a positividade do exame direto e da cultura,
mas ndo influenciou na positividade do HE e da IHQ, usando os dois sistemas de deteccéo.
Desta forma, o uso das técnicas de HE e de IHQ pode ser recomendado independente da carga
parasitaria dos pacientes com LC, fator preponderante para o diagndstico de rotina.

Neste estudo, a partir da selecdo e producdo de seis antigenos recombinantes, foram
produzidos AcMos e comprovada a imunorreatividade dos AcMos anti-mTXNPx e anti-LACK,
Desmonstramos aqui, a primeira avaliagdo da IHQ usando o AcMo anti-mTXNPx, para o
diagnostico de LC, com resultados promissores obtidos a partir de sistemas de deteccdo
compostos por polimeros conjugados a peroxidase (IHQ-POD) e a fosfatase alcalina (IHQ-FA).
Destacamos como perspectiva inicial, a validacdo da IHQ utilizando o AcMo anti-LACK, que
ainda ndo pode ser concluida. Diante dos resultados obtidos, sugerimos que a IHQ-FA deve ser
priorizada, principalmente devido ao melhor contraste para visualizacdo das formas
amastigotas. Os promissores resultados obtidos, resultaram na incorporacdo da IHQ-FA
utilizando o AcMo anti-mTXNPx como estrégia complementar para o diagnostico de pacientes
com suspeita de LC atentidos no CRL (IRR/FIOCRUZ). Verificamos que a IHQ utilizando
AcMo anti-mTXNPx € capaz de melhorar a deteccdo de Leishmania sp. nas analises
histopatoldgicas e desta forma, acreditamos que a disponibilizacdo desta técnica em hospitais e
laboratdérios com servico de patologia disponivel, pode ser uma importante estratégia para
auxiliar no diagnoéstico da LC, até mesmo fora dos centros de referéncia. Destacamos a
necessidade de estudos multicéntricos utilizando IHQ-POD e IHQ-FA, bem como avaliacdo de
desempenho para o diagndstico da LM. Novos estudos também devem ser encorajados,
especialmente em areas endémicas onde outras espécies de Leishmania sdo encontradas como
agentes etiolégicos. Por fim, destacamos também o uso potencial dos insumos biotecnolégicos

aqui produzidos, desde as proteinas recombinantes até os AcMos que apresentam elevado
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potencial de aplicacdo em outras técnicas diagnosticas, como testes rapidos de deteccdo de

antigeno.
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7. CONCLUSAO

e Diversos alvos antigénicos foram identificados com potencial aplicabilidade para o
diagnostico imunolégico da LT e de suas formas clinicas. No entanto, o elevado nimero de
estudos de prova de conceito reforca a necessidade de avaliacbes mais amplas;

e A confirmada imunoreatividade dos AcMo anti-mTXNPx e anti-LACK, sugerem seu uso
potencial no imunodiagndstico da LT;

e Para o diagnostico da IHQ utilizando AcMo anti-mTXNPX, sensibilidade e especificidade
de 79,6 e 94,6% foram obtidas para IHQ-POD e 85,7 e 97,3% para IHQ-FA, respectivamente;
e A IHQ-FA apresentou sensibilidade significativamente maior que HE (p = 0,02) e cultura
(p =0,001), sem diferenca estatistica em relacdo o exame direto.

e A combinagdo dos resultados da IHQ-FA com o exame direto ou com o HE aumentou

significativamente a positividade do diagnodstico da LC, com taxa de positividade > 93%.
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Abstract

Immunological tests may represent valuable tools for the diagnosis of human tegumentary
leishmaniasis (TL) due to their simple execution, less invasive nature and potential use as a
point-of-care test. Indeed, several antigenic targets have been used with the aim of improv-
ing the restricted scenario for TL-diagnosis. We performed a worldwide systematic review to
identify antigenic targets that have been evaluated for the main clinical forms of TL, such as
cutaneous (CL) and mucosal (ML) leishmaniasis. Included were original studies evaluating
the sensitivity and specificity of immunological tests for human-TL, CL and/or ML diagnosis
using purified or recombinant proteins, synthetic peptides or polyclonal or monoclonal anti-
bodies to detect Leishmania-specific antibodies or antigens. The review methodology fol-
lowed PRISMA guidelines and all selected studies were evaluated in accordance with
QUADAS-2. Thirty-eight original studies from four databases fulfilled the selection criteria. A
total of 79 antigens were evaluated for the detection of antibodies as a diagnostic for TL, CL
and/or ML by ELISA. Furthermore, three antibodies were evaluated for the detection of anti-
gen by immunochromatographic test (ICT) and immunohistochemistry (IHC) for CL-diagno-
sis. Several antigenic targets showed 100% of sensitivity and specificity, suggesting
potential use for TL-diagnosis in its different clinical manifestations. However, a high number
of proof-of-concept studies reinforce the need for further analysis aimed at verifying true
diagnostic accuracy in clinical practice.

Introduction

Tegumentary Leishmaniasis (TL) is a neglected tropical disease caused by different species of
the genus Leishmania (Kinetoplastea: Trypanosomatidae), transmitted to vertebrate hosts by
sand flies (Diptera: Psychodidae) [1]. TL is considered an emergent and re-emergent disease,
since a worrisome increase in its incidence has been reported [1]. On a the global scale, the

number of new autochthonous TL cases reported annually to the World Health Organization
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(WHO) increased from 71,486 to 251,553 during 1998 to 2018 [2]. Several factors are involved
with the spread of TL, such as human migration from rural to urban areas, conflicts and wars,
disturbances in microenvironments due to climate change and human intervention and dete-
rioration of socioeconomic conditions in endemic countries [3].

TL comprises a broad spectrum of clinical manifestations ranging from single or multiple
ulcerative skin lesions (cutaneous leishmaniasis—CL), to diffuse (diffuse leishmaniasis-DL)
and mucosal (mucosal leishmaniasis—ML) lesions, with the last two being typical in the Amer-
icas. TL is associated with physical deformities and psychological alterations, affecting the
health and wellness of the patient [4, 5].

The range of clinical manifestations can hinder rapid and accurate diagnoses, a key step to
initiate treatment promptly and control the disease. Although several advances, TL-diagnosis
remains based on the triad of epidemiological background, clinical signs and laboratory diag-
nosis, including direct and histopathological examination of skin biopsy and molecular detec-
tion of Leishmania DNA. Despite high specificity, low sensitivities have been described for
direct and histopathological examination, especially in New World countries, where chronic
cases and ML are frequent [6-9]. Molecular techniques are complex, expensive, still without a
standardized protocol for routine use and are restricted to reference and research centers.
Therefore, these limitations make the TL-diagnosis scenario restricted, particularly in resource
limited settings [10-12].

In this sense, immunological tests may present remarkable advantages for TL-diagnosis,
due to the use of less invasive sampling compared to skin biopsy and their potential to be auto-
mated, quantitative and used as point-of-care tests. The anti-Leishmania delayed-type hyper-
sensitivity reaction, known as the Montenegro skin test (MST), has been the most used
immunological test for CL-diagnosis in Brazil, even though it presents significant limitations
such as positive results associated with previous leishmaniasis or asymptomatic infections [13,
14]. Nonetheless, the production of the MST antigen was discontinued in Brazil, hampering
even more CL-diagnosis in the country [15]. Other immunological tests, mainly Enzyme-
Linked Immunosorbent Assay (ELISA), have presenting promising results in the Americas
and beyond [7].

Several studies using soluble Leishmania antigen (SLA) in ELISA for TL-diagnosis, have
presented variable sensitivity especially due to antigen preparation and antigenic differences
among Leishmania isolates and species. Moreover, reduced specificity due to the cross-reactiv-
ity with other infectious diseases has been frequently reported [16-18]. Since CL-patients com-
monly produce low levels of anti-Leishmania antibodies, there is growing interest in high
sensitivity antigens for immunological tests. Different methodologies have been employed,
such as bioinformatics tools [19-23], cDNA expression library [24], phage display (25, 26],
immunoproteomic approach [18, 27-32] and isolation and purification of glycoconjugates
[33, 34] to identify potential antigens. Furthermore, immunological tools have already been
used to detect Leishmania antigens using monoclonal and polyclonal antibodies by immuno-
chromatographic test (ICT) or immunohistochemistry (IHC), such as the CL Detect Rapid
Test (InBios International Inc., Seattle, WA, USA), which detects peroxidoxin from Leish-
mania and has been used especially in Old World countries, with limited sensitivity [35, 36].

In this sense, we consider immunnodiagosis as potential tools to increase the access and
improve TL-diagnosis. Although systematic reviews have been conducted on some aspects of
this form of diagnosis, it is essential to identify potential antigenic targets that have been evalu-
ated as TL-immunodiagnostic, point out knowledge gaps that still remain and encourage
other studies to allow its application in clinical practice [37, 38]. In this way, we performed a
worldwide systematic review to identify potential antigenic targets, with reported sensitivity
and specificity, used as TL-immunodiagnostic.
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Material and methods
Protocol and registration

The review protocol was registered in the International Prospective Record of Systematic
Reviews (PROSPERO: CRD42020213311) and was developed based on the Cochrane Hand-
book for Systematic Reviews of Diagnostic Test Accuracy [39]. This review followed the
Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-Analyses (PRISMA) (S1 Table)
[40].

Information sources and study selection

Structured searches were conducted in the following databases: MEDLINE, Virtual Health
Library, Embase and Cochrane. A comprehensive list of key terms including tegumentary leish-
maniasis and its different clinical forms AND immunological diagnosis or targets (antigens and
antibodies) AND techniques or outcomes (sensitivity and specificity), was constructed in MED-
LINE (S1 Fig). Similar searches were adapted to each database. Complementary searches were
performed by analysis of reference lists of selected articles. Searches were performed on 23"
March 2020, without restriction of publication date.

Inclusion and exclusion criteria

Original research articles reporting on the performance (sensitivity and specificity) of immu-
nological tests based on the detection of antibodies or antigens using purified or recombinant
proteins, synthetic peptides or polyclonal or monoclonal antibodies for diagnosis of human-
TL, CL or ML were included. Exclusion criteria were: evaluation of serological tests based on
SLA; only non-human samples were tested (e.g. canine samples); both sensitivity and specific-
ity of the immunological tests were not presented or were impossible to be calculated; less than
five samples were tested; the absence of information about the reference test and a non-specific
Leishmania antigen was used.

Selection process

For each database, all publications were retrieved and duplicate citations were excluded by
EndNote software [41]. Based on the inclusion and exclusion criteria, two independent review-
ers analyzed each publication by title and abstract using Rayyan software [42]. Articles with no
reason for rejection were included for full text reading. All discrepancies were solved by con-
sensus after discussion. Selected studies were read in full to confirm their eligibility, to extract
data or to exclude if exclusion criteria were identified during this step.

Data extraction

Data were independently extracted by two researchers (MLF and FDR) directly from full-
length articles and were checked by a third researcher (EO). In case of disagreements, the final
decision was reached by consensus. In this study, data were extracted and a 2x2 contingency
table set up for immunological tests, containing the true positives, false positives, true negatives
and false negatives. Furthermore, the following items were extracted: origin of the participants;
the immunological test used; antigen or antibody types; Leishmania species and reference stan-
dard test used for disease confirmation. The phase of development of each study was classified
according to Leeflang & Allerberger (2019) [43].
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Study quality assessment

The quality of the studies was assessed using the second version of Quality Assessment of Stud-
ies of Diagnostic Accuracy Approach (QUADAS-2) [44]. This tool allows a more transparent
rating of risk of bias for studies included in systematic reviews on diagnostic accuracy.

Data synthesis

The performance of antigenic targets was presented in four groups according immunological
tests and clinical form: 1) ELISA for TL; 2) ELISA for CL; 3) Other immunological tests for CL
and 4) ELISA for ML. The performance outcomes for each antigen or antibody were sensitivity
(probability of a positive test among cases or disease confirmed individuals) and specificity
(probability of a negative test among controls or individuals without disease). Forest plots
showing sensitivity and specificity values of all antigens, including 95% confidence intervals
(CI) and Summary Receiver Operating Characteristic (SROC) curves were created using Rev-
Man 5.3.

Several studies considered a set of results for the same antigen (e.g. different cut-off points
were available or different non-case groups were used in the analysis, such as healthy patients
and those with other diseases). If possible, these results were grouped and only one sensitivity
rate and one specificity rate including all evaluated patients. When impossible, we chose to
present data that reflect the best field conditions (e.g. non-case group of patients with other
diseases) or the better performance (e.g. cut-off point with best performance).

Results
Literature search

A total of 1642 articles from four databases were initially identified. Of this total, 261 were
excluded due to duplicity (the same study was found in different databases). The title and
abstract of each of the 1381 articles were checked and 139 were selected for full text reading.
Finally, 98 articles presented exclusion criteria and so 38 were included (Fig 1).

Descriptive analysis of included studies

The characteristics of all included studies are presented in Table 1. In several studies, test per-
formance was analyzed according to the clinical form (CL and ML) or globally (TL). In 19
studies, the antigenic targets were evaluated for TL-diagnosis, in 21 for CL and in 9 for ML.
Sample size ranged from 26 to 500 patients. A total of three different immunological tests
using purified or recombinant proteins, synthetic peptides or polyclonal or monoclonal anti-
bodies were reported: ELISA, ICT and IHC. Different reference standard tests were used to
confirm leishmaniasis cases. Thirty-one studies (81.6%) considered at least one parasitological
method as a reference standard test, such as microscopy examination or in vitro culture for iso-
lation of the parasite. On the other hand, seven studies (18.4%) considered some immunologi-
cal or molecular tests as a reference standard. A total of 89.5% (34 out of 38) of the studies was
classified as phase I (proof-of-concept), and the remaining 10.5% (4 out of 38) was classified as
phase III.

ELISA for TL diagnosis

Nineteen studies used ELISA to evaluate the performance of a total of 56 antigens for TL-diag-
nosis, without specification of the clinical form (CL or ML). These studies evaluated 38 recom-
binant proteins, 14 synthetic peptides and 4 purified proteins. Forty-seven antigens were
evaluated in studies that considered at least one parasitological method, such as microscopy
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Fig 1. Flow diagram illustrating the study selection process according to PRISMA.
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0251956.g001

examination or in vitro culture isolation of the parasite, as a reference standard test. The num-
ber of TL-patients ranged from 20 to 219 and the number of non-TL patients ranged from 8
to 281. The highest performance (100% of sensitivity and specificity) was reported for four
recombinant proteins (cytochrome c oxidase; hypothetical protein XP_003886492.1; putative
IgE histamine releasing factor; tryparedoxin peroxidase) and four synthetic peptides (A10, B7,
C12 and H7) selected by the phage display technique [18, 25, 27, 30]. Nine other antigens were
evaluated in studies that considered at least one immunological method as a reference stan-
dard test. For these antigens the sensitivity ranged from 39.8% to 76.9% and the specificity
from 53.4% to 97%. The forest plots for sensitivity and specificity of ELISA considering parasi-
tological methods and other tests as reference standard tests for TL-diagnosis are presented in
Fig 2; more details about each evaluated antigen are available in S2 Table.

ELISA for CL diagnosis

Seventeen studies used ELISA to evaluate the performance of 44 antigens for CL-diagnosis,
which comprised 20 recombinant proteins, 13 synthetic peptides and 11 purified proteins. The
performance of 35 antigens was evaluated considering at least one parasitological method as a
reference standard test. Among these, the sample size for studies of CL-patients ranged from
12 to 74 and for non-CL-patients from 10 to 177. Peroxidoxin was the only antigen presenting
100% sensitivity and specificity [19]. Nine antigens were evaluated considering at least one
immunological test as a reference standard. Overall, HSP83 presented the highest performance
(100% sensitivity and specificity) [46] (Fig 3, S3 Table).
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Table 1. Characteristics of the studies included in the systematic review.

Reference Country Case | No- Reference standard test Test Protein targets Type | Clinical form | Phase
(n) case platform evaluated
(n)
Bennis et al., Morocco 136 83 Microscopy and/or PCR ICT Peroxidoxin pAb CE 11
2018 [35]
Carmelo et al., Peru 24 44 Microscopy and culture ELISA Hl and 7 peptides RP/ CL 1
2002 [45] Sp
Carvalho et al., Brazil 57 55 Microscopy and PCR ELISA HP (XP_001469551.1) RP TL 1
2017 [29]
Celeste et al., Brazil 26 20 | MST and/or hitopathology | ELISA HSP83 RP CL and ML 1
2004 [46] and IFAT
Celeste et al., Brazil 26 109 Microscopy and ELISA HSP83 RP CL and ML 1
2014 [47] Immunological
Coelho et al., Brazil 24 28 Microscopy and PCR ELISA Cytochrome c oxidase and Putative IgE | RP TL 1
2016 [30] hi releasing factor
Costa et al., Brazil 50 10 Microscopy and PCR ELISA A10, C11, C12 B10, B7 and H7 SP TL 1
2016 [25]
de Silva et al., Sri Lanka 59 22 PCR ICT Peroxidoxin pAb CL 11
2017 [48]
Duarte et al., Brazil 43 40 | Microscopy, PCR and MST |  ELISA Enolase; eukaryotic initiation factor 5a; RP TL 1
2015 [27] HP (LbrM.30.3350); tryparedoxin
peroxidase and B-tubulin
Gomes-Silva Brazil 58 171 Microscopy and ELISA Con-A and Jaca bound fraction PP TL I
et al., 2008 [33] immunological
Gonzalez et al., Peru 20 19 Microscopy and culture ELISA 23085, 23089 and 23083 SP TL I
2002 [49]
Jensen et al. Sudan 33 88 Microscopy and ELISA GPB and Gp63 SP/ CL 1
1996 [50] histopathology PP
Kenner etal., Central 41 20 Culture THC G2D10 mAb CL 1
1999 [51] America
Lage etal,, 2019 Brazil 50 75 Microscopy and PCR ELISA A2 and HP (XP_003886492.1) RP TL 1
[18]
Lima et al., 2017 Brazil 45 50 Microscopy, PCR and MST | ELISA HP (XP_001566959.1) RP TL, CL and 1
[52] ML
Limaet al,, 2018 Brazil 40 143 Microscopy and PCR ELISA Enolase; eukaryotic initiation factor 5a; RP TL 1
[31] HP (XP_001566959.1) and B-tubulin
Link etal,, 2017 Brazil 57 30 ELISA ELISA P1and MIX (P1 + P2 + P3) Sp CL 1
[26]
Longoni et al,, Colombia 51 10 Microscopy ELISA Fe-SOD PP CL 1
2014 [53]
Marin et al., Spain 113 32 Microscopy ELISA Fe-SOD PP CL and ML 1
2009 [54]
Menezes-Souza Brazil 65 70 Microscopy and PCR ELISA Peroxidoxin RP TL, CL and 1
etal, 2014a [19] ML
Menezes-Souza Brazil 65 70 Microscopy and PCR ELISA HSP83 and 3 peptides RP/ | TL,CLand 1
etal,, 2014b [20] Sp ML
Menezes-Souza Brazil 65 70 Microscopy and PCR ELISA Cathepsin L-like and peptide RP/ TL I
etal, 2015a [21] Sp
Menezes-Souza Brazil 65 70 Microscopy and PCR ELISA MAPK3 and MAPK4 RP TL 1
etal., 2015b [22]
Montoya et al., Colombia/ 78 39 Serologic ELISA T26-U2 and T26-U4 RP TL 1
1997 [55] Peru
Padilla et al., Peru 18 8 ELISA ELISA Acidic ribosomal P2 proteins RP TL 1
2003 [56]
(Continued)
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Table 1. (Continued)

Reference Country Case | No- Reference standard test Test Protein targets Type | Clinical form | Phase
(n) case platform evaluated
(n) I
Salles et al., Brazil 40 100 Microscopy and PCR ELISA Small myristoylated protein-3 and RP/ TL 1
2019 [32] | peptide SP
Sato et al., 2017 Brazil 219 281 Microscopy, PCR and/or ELISA LB6H e Lb8E RP TL 1
[57] histopathology |
Schallig et al., Suriname 79 14 Microscopy or PCR ICT Peroxidoxin pAb CL 11
2019 [58) | |
Shirian et al., Iran 100 30 Cytology or histology and IHC 1S2-2B4 (A11) and XLVI-5B8- B3 (T1) | mAb CL 1
2014 [59] PCR
Skraba et al., Brazil 60 177 Microscopy ELISA Mix (36 and 48-56 kDa) PP CL 1
2014 [60]
Soto et al., 1996 Spain 21 30 Microscopy and IFAT ELISA Acidic ribosomal protein family (LiP2a- | RP ML I
[61] Qand LiP2b-Q)
Souza et al., Brazil 102 180 MST, immunologic, ELISA H2A; H2B; H3; H4; HSP70; KMP11 RP TL, CL and I
2013 [62] histopathology and/or ML
therapeutic test |
de Souza et al., Brazil 30 119 Microscopy and culture ELISA NGP 0204; NGP2333; NGP 2334; NGP PP CL 1
2018 [34] 2203
de Souza et al,, Brazil 74 63 Microscopy ELISA Lbk39 RP CL I
2019 [63]
Vidigal et al., Brazil 48 114 Microscopy, MST and ELISA Fraction 8—peak 2 PP CL I
2008 [64] IFAT
Vink et al., 2018 | Afghanistan | 257 17 Microscopy and/or PCR 1CT Peroxidoxin pAb CL I
[36]
Yeganeg et al., Iran 30 41 Microscopy | ELISA Fe SOD-B1 RP CL I
2009 [65) |
Zurita et al,, Peru 50 36 Culture ELISA HSP70 and 5 peptides RP TL, CL and 1
2003 [66] ML
CL—cutaneous leishmaniasis; ML—mucosal leish is; TL—teg itary leish iasis; HP—hypothetical protein; RP—recombinant protein; PP—purified

protein; SP—synthetic peptide; mAb—monoclonal antibody; pAb—polyclonal antibody.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0251956.t001

Other immunological tests for CL diagnosis

The performance of ICT and IHC using different monoclonal and/or polyclonal antibodies is
presented in Fig 4 and detailed in S4 Table. Four studies evaluated the CL Detect Rapid Test
(InBios International Inc., Seattle, WA, USA) in different countries. The sensitivity ranged
from 35.6 to 67.6 and the specificity was higher than 80%. For IHC, two monoclonal antibod-
ies were employed to detect antigens in fixed skin fragments. The highest performance was
reported for IS22B4/XLVI5B8 mAbs, with 96% and 100% sensitivity and specificity, respec-
tively [59].

ELISA for ML results

Nine studies used ELISA to evaluate the performance of 23 antigens for ML-diagnosis, which
comprised 19 recombinant proteins, three synthetic peptides and one purified protein. The
sample size from ML-patients in these studies ranged from 14 to 53 and from non-ML-patients
from 20 to 92. At least one parasitological method was used as a reference standard test for the
evaluation of sixteen antigens. The highest performance was obtained for Hypothetical protein
XP_001467126.1, with 100% sensitivity and 98% specificity [27]. Seven antigens were evaluated
in studies considering at least one immunological test as a reference standard. As noted for
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ELISA for TL diagnosis - parasitological methods as reference standard test

Study

Carvalho et al 2017: Hypothetical_XP_001469551(RP)

Coelno et al 2016: Cytochrome c oxidase (RP)
Coelho et al 2016: Putative IgE histamine (RP)
Costa et al 2016: A10 (SP)

Costa et al 2016: B10 (SP)

Costa et al 2016: B7 (SP)

Costa etal 2016: C11 (SP)

Costa et al 2016: C12 (SP)

Costa et al 2016: H7 (SP)

Duarte et al 2015: B-tubulin (RP)

Duarte et al 2015 Eukaryolic factor 5a (RP)

Duarte et al 2015: Hypothetical_LbrM.30.3350 (RP)

Duarte et al 2015: Tryparedoxin peroxidase (RP)

Duarte et al 2016: Enolase (RP)
Gomes-Silva et al 2008: Con-A-bound_La (PP)
Gomes-Silva et al 2008: Con-A-bound_Lb (PP)
Gomes-Silva et al 2008: Jaca-bound_La (PP)
Gomes-Silva et al 2008: Jaca-bound_Lb (PP)

Gonzales et al 2002: Ribosomal p. L25_23083 (SP)
Gonzales et al 2002: Ribosomal p. L25_23085 (SP)
Gonzales et al 2002: Ribosomal p. L25_23089 (SP)

Lage et al 2019: A2 (RP)

Lage et al 2019: Hypothetical_XP_003886492.1 (RP)
Lima et al 2017: Hypothetical_XP_001566959.1 (RP)

Lima et al 2018; B-tubulin (RP)
Lima et al 2018: Enolase (RP)
Lima et al 2018: Eukaryoic factor 5a (RP)

Lima et al 2018: Hypothetical_XP_001566959.1 (RP)

Menezes-Souza et al 2014(a): Peroxidoxin (RP)

Menezes-Souza et al 2014(b): HSP83.1 (RP)

Menezes-Souza et al 2014(b): HSP83.1 (SP1)
Menezes-Souza et al 2014(b): HSP83.1 (SP2)
Menezes-Souza et al 2014(b): HSP83.1 (SP3)

Menezes-Souza et al 2015(a): Cathepsin L-fike (RP)
Menezes-Souza et al 2015(a): Cathepsin L-fike (SP)

Menezes-Souza et al 2015(b): MAPK3 (RP)
Menezes-Souza et al 2015(b): MAPKA (RP)
Salles et al 2019: SMP-3.peptide1 (SP)
Salles et al 2019: SMP-3 (RP)

Sato etal 2017: Lb6H (RP)

Sato et al 2017: Lb8E (RP)

Zurita et al 2003: Hsp70 (10910245) (RP)
Zurita et al 2003: Hsp70 (1to114) (RP)
Zurita et al 2003: Hsp70 (240t0357) (RP)
Zurita et al 2003: Hsp70 (35210518) (RP)
Zurita et al 2003: Hsp70 (51310663) (RP)
Zurita et al 2003: Hsp70 (RP)
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Fig 2. Forest plot representing sensitivity and specificity indices of ELISA using different antigenic targets for TL

diagnosis.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0251956.g002

CL-diagnosis, 100% sensitivity and specificity were reported for HSP83 [46]. The performance
of these antigens is presented in Fig 5 and more details are available in S5 Table.

The SROC curves with the antigen performances for the diagnostic of different clinical
forms, using parasitological or other tests (such as ELISA and MST) as a reference standard,
are presented in Fig 6. The antigens tended to have greater accuracy in studies that have used
the parasitological methods as reference standard tests, regardless of TL-clinical manifestation.

Quadas-2 based quality assessment

Quality assessment of the study according to risk of bias and concern with applicability (low,
high and unclear) is shown in Fig 7. Of the 38 studies assessed, 21 had high risk of bias in
patient selection. The risk was unclear for the index test in 34 studies and for flow and timing
in 30 studies. Nineteen studies had high concerns regarding applicability of patient selection

criteria.
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ELISA for CL - methods as standard test

Study TP FP FN TN (95% CI) (95% C1) (95% CI) (95% CI)
Carmelo et al 2002: H1_23061 (SP1) 3 021 44 0.13[0.03, 0.32] 1.00[0.92,1.00) —*— -
Carmelo et al 2002: H1_23063 (SP2) 0 0 24 44 0.00 [0.00, 0.14] 1.00 [0.92, 1.00) #— --
Carmelo et al 2002: H1_23065 (SP3) 3 021 44 0.13[0.03, 0.32] 1.00[0.92,1.00] —®— -
Carmelo et al 2002: H1_23067 (SP4) 1 4 13 40 0.46 [0.26, 0.67] 0.91[0.78, 0.97] — -
Carmelo et al 2002: H1_23069 (SP5) 5 0 19 44 0.21[0.07, 0.42) 1.00[0.92,1.00) —%— -
Carmelo et al 2002: H1_23071 (SP6) 3 121 43 0.13[0.03, 0.32] 0.98[0.88,1.00) —®— --
Carmelo et al 2002: H1_23073 (SP7) 0 0 24 44 0.00 (0.00, 0.14] 1.00 [0.92, 1.00] ™— -
Carmelo et al 2002: H1 (RP) 16 4 8 40 0.67 [0.45, 0.84] 0.91[0.78, 0.97] — —
Celeste et al 2014: HSP83 (RP) 2 2 0 77 1.00 [0.74, 1.00] 0.97 [0.91, 1.00] —a -
Jensen et al 1996: Gp63 Ld (PP) 17 11 16 45 0.52[0.34, 0.69] 0.80[0.68, 0.90] == -
Jensen et al 1996: Gp63 Lm (PP) 13 9 20 47 0.39[0.23, 0.58] 0.84[0.72,0.92] — -
Jensen et al 1996: GPB (SP) 27 6 6 109 0.82[0.65, 0.93] 0.95 [0.89, 0.98] e -
Lima et al 2017: Hypothetical_XP_001566959.1 (RP) 20 1 0 49 1.00 [0.83, 1.00] 0.98 [0.89, 1.00] —a -
Longoni et al2014:Iron superoxide dismutase La(PP) 42 0 9 10 0.82(0.69, 0.92] 1.00 [0.69, 1.00] — —a
Longoni et al2014:Iron superoxide dismutase Lp(PP) 6 0 45 10 0.12[0.04, 0.24] 1.00[0.69, 1.00] ~=— —
Marin et al 2009: Superoxide dismutase (PP) 60 21 8 1 0.88 [0.78, 0.95] 0.34 [0.19, 0.53] - -

M Souza et al 2014(a): idoxin (RP) 45 0 0 70 1.00 (0.92, 1.00] 1.00 (0.95, 1.00] - -
Menezes-Souza et al 2014(b): HSP83.1 (RP) 43 3 2 67 0.96 [0.85, 0.99] 0.96 [0.88, 0.99] - -
Menezes-Souza et al 2014(b): HSP83.1 (SP1) 32 4 13 66 0.71[0.56, 0.84] 0.94 [0.86, 0.98] — -
Menezes-Souza et al 2014(b): HSP83.1 (SP2) 29 7 16 63 0.64 [0.49, 0.78] 0.90 [0.80, 0.96] — -
Menezes-Souza et al 2014(b): HSP83.1 (SP3) 43 6 2 64 0.96 (0.85, 0.99] 0.91[0.82, 0.97] —- -
Skraba et al 2014: 36 kDa e 48 to 56 kDa (PP) 56 55 4 122 0.93 [0.84, 0.98] 0.69 [0.62, 0.76] - -
Souza et al 2018: NGP 0204 (PP1) 21 47 9 72 0.70 [0.51, 0.85] 0.61[0.51, 0.69] — —-

Souza et al 2018: NGP 2203 (PP2) 28 58 2 61 0.93[0.78, 0.99] 0.51[0.42, 0.61] - -

Souza et al 2018: NGP 2333 (PP3) 28 42 2 77 0.93 [0.78, 0.99] 0.65 [0.55, 0.73] —= —-
Souza et al 2018: NGP 2334 (PP4) 27 49 3 70 0.90 [0.73, 0.98] 0.59 [0.49, 0.68] — -

Souza et al 2019: Lbk39 (RP) 65 1 9 62 0.88[0.78, 0.94] 0.98[0.91, 1.00] - -
Vidgal et al 2008: Fraction 8 pico 2 (PP) 41 10 7 104 0.85(0.72, 0.94] 0.91 [0.84, 0.96] —a -
YYeganeg et al 2009: Superoxide Dismutase (RP) 16 1 14 40 0.53[0.34,0.72) 0.98 [0.87, 1.00] = -
Zurita et al 2013: Hsp70 (109 to 245) (RP3) 1029 36 0.03 0.0, 0.17] 1.00(0.90, 1.00] ®— -
Zurita et al 2013: Hsp70 (1 to 114) (RP2) 2 028 36 0.07 [0.01,0.22] 1.00 [0.90, 1.00] “#— -
Zurita et al 2013: Hsp70 (240 to 357) (RP4) 0 0 30 36 0.00 [0.00, 0.12] 1.00 [0.90, 1.00] = -
Zurita et al 2013: Hsp70 (352 to 518) (RP5) 9 121 35 0.30 (0.15, 0.49] 0.97[0.85,1.00) —%— -
Zurita et al 2013: Hsp70 (513 to 663) (RP6) 2 0 8 36 0.73 (0.54, 0.88] 1.00 [0.90, 1.00] — -
Zurita et al 2013: Hsp70 (RP1) 25 3 5 33 0.83 (0.65, 0.94] 0.92[0.78, 0.98] — —

ELISA for CL diagnosis - other tests as reference standard test

Study TP FP FN
Celeste et al 2004: HSP83 (RP) 12 0 0
Link etal 2017: MIX (P1+P2+P3) (SP) 45 3 12
Link et al 2017: P1 _ like Gp63 (SP) 41 4 16
Souza et al 2013: H2A (RP) 34 30 15
Souza et al 2013: H2B (RP) 38 34 1
Souza et al 2013: H3 (RP) 25 39 24
Souza et al 2013: H4 (RP) 30 40 19
Souza et al 2013: HsP70 (RP) 31 12 18
Souza et al 2013: Kmp11 (RP) 27 41 22
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Discussion

TL is considered a multifactorial disease, responsible for psychological and social impacts due
to scars and mutilating lesions generating stigma and self-deprecation in affected patients [67].

Improvements in healthcare access and laboratory diagnosis are needed to overcome the
impacts of this disease and should be encouraged [68]. According to WHO?’s Special Pro-
gramme for Research and Training in Tropical Diseases (TDR), the ideal test must be
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Fig 4. Forest plot representing sensitivity and specificity indices of other immunological tests using different antigenic

targets for CL-diagnosis.
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ELISA for ML - methods as standard test
Study TP FP FN TN itivity (95% ClI) ificity (95% CI) i (95% CI) ity (95% Cl)
Celeste et al 2014: HSP83 (RP) 14 2 077 1.00 (0.7, 1.00) 0.97 [0.91, 1.00] —a -
Dias et al 2018: Hypothetical_XP_001467126.1(RP) 23 0 0 58 1.00 [0.85, 1.00] 1.00 [0.94, 1.00] —a -
Lima et al 2017: Hypothetical_XP_001566959.1(RP) 25 1 0 49 1.00 [0.86, 1.00] 0.98 [0.89, 1.00] —a -
Marin et al 2009: Superoxide dismutase (PP) 221 31 0.93 (0.82, 0.99] 0.34[0.19, 0.53] —- ——
Menezes-Souza et al 2014(1): HSP83.1 (RP) 18 3 2 67 0.90 (0.68, 0.99] 0.96 [0.88, 0.99] — --
Menezes-Souza et al 2014(1): HSP83.1 (SP1) 1 4 9 66 0.55[0.32, 0.77] 0.94 [0.86, 0.98] — -
Menezes-Souza et al 2014(1): HSP83.1 (SP2) 10 7 10 63 0.50 [0.27, 0.73] 0.90 [0.80, 0.96] — -
Menezes-Souza et al 2014(1): HSP83.1 (SP3) 15 6 5 64 0.75[0.51, 0.91] 0.91[0.82, 0.97] = -
M S¢ etal 2014(2): idoxin (RP) 19 0 170 0.95[0.75, 1.00] 1.00 [0.95, 1.00] —= -
Soto et al 1996: Acidic ribosomal p. _LiP2aQ (RP) 16 0 5 30 0.76 [0.53, 0.92] 1.00 [0.88, 1.00] — —a
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Zurita et al 2003: HSP70 (240 to 357) (RP4) 5 0 15 36 0.25(0.09, 0.49] 1.00(0.90,1.00) —%— -
Zurita et al 20( ISP70 (352 to 518) (RP5) 10 1 10 35 0.50 [0.27, 0.73] 0.97 [0.85, 1.00] = -
Zurita et al 20 ISP70 (513 to 663) (RP6) 13 3 7 33 0.65[0.41, 0.85] 0.92[0.78, 0.98] = —=
Zurita et al 2003: HSP70 (RP1) 17 3 3 33 0.85[0.62, 0.97) 0.92(0.78, 0.98] — =
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Fig 5. Forest plot representing sensitivity and specificity ind of other i logical tests using different antigenic targets
for ML-diagnosis.
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affordable, sensitive, specific, user-friendly, rapid, equipment-free and delivered to end-users
(ASSURED) [69]. Immunological tests may fill these criteria since they are usually easy to per-
form, accessible and require minimally invasive sample collection. Therefore, the identifica-
tion of sensitive and specific antigenic targets seems to be a promising step toward the
improvement of TL-diagnosis.

The studies analyzed here were conducted from 1996 to 2019, however, almost 50%
of them were conducted in the last five years, mostly in Brazil or another country in the
Americas. The increase in the number of studies is coincident with the interruption of
the production of MST antigen in Brazil in 2015, which extinguished the simple and rapid
immunodiagnostic for TL [15]. This fact may have boosted research aimed at finding new
diagnostic tools.
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Fig 6. SROC curve for diagnosis of TL (a), CL (b) and ML (c) according to reference standard test.
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0251956.g006

PLOS ONE | https://doi.org/10.1371/journal.pone.0251956  May 27, 2021 10/19

115



PLOS ONE

New antigens for tegumentary leishmaniasis diagnosis

FLOW AND TIMING [ Olow OHigh @Unclear
£
®
E REFERENCE STANDARD [
o
o |
2
g NoEXTEST | | | [T
o
PATIENT SELECTION [ I
0% 20%  40%  60%  80%  100% 0% 20% 40% 60% 80% 100%
Proportion of studies with low, high or unclear Proportion of studies with low, high, or unclear
RISK of BIAS CONCERNS regarding APPLICABILITY
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reference standard and flow and timing).
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Parasitological diagnosis was considered a reference standard test in 89.5% of the studies.
Despite this technique being highly specific for TL-diagnosis, its sensitivity is limited and
inversely correlated with disease duration [9, 70]. However, no test seems to present suffi-
ciently high sensitivity and specificity to be used as a gold standard test. We observed a ten-
dency for index tests to be more accurate if parasitological tests were used as a reference
standard than other reference test such as MST and histopathology (Fig 6). Polymerase chain
reaction (PCR) was used as a reference standard test in 18 studies, generally in association
with parasitological diagnosis. Overall, PCR appears to be a more suitable reference test, how-
ever, a standard protocol is urgently needed and encouraged, since distinct extraction meth-
ods, protocols and molecular targets have been used overtime [71].

The ability to accurately identify TL-patients is essential for a diagnostic test, in view of
the range of clinical forms, disease severity and treatment toxicity. Several studies have
included patients with Chagas disease as non-TL cases, however, despite phylogenetic prox-
imity, the inclusion of patients with clinical signs that do not resemble TL is at least question-
able. For tests with diagnostic purposes, a better sample panel needs to be encouraged,
including diseases such as sporotrichosis, paracoccidioidomycosis, hanseniasis, vasculitis,
syphilis and other dermal or mucosal diseases, that represent confounding factors in clinical
practice.

Despite the distinct profiles in immune response usually reported for each clinical form of
TL, some antigens presented high values of sensitivity, even for CL-patients. In general, higher
levels of antibodies have been reported for ML-patients compared to CL-patients, the latter
being characterized by a moderate Th1 immune response [72, 73]. In this way, it seems that
problems related to antibody detection in CL-patients may be reduced by using sensitive tar-
gets and well-standardized procedures [16]. Some antigenic targets were evaluated for TL-
diagnosis without distinction of clinical form and, consequently, immune response profile.
We believe that the accuracy of these antigenic targets may be improperly estimated in these
specific cases.

This systematic literature review found 79 different antigens, comprising 40 recombinant
proteins, 24 synthetic peptides and 15 purified proteins. The identification and more refined
selection of protein targets using recombinant proteins or synthetic peptides allows the devel-
opment of more standardized techniques due to the possibility of generating the purest inputs.
Some protein-families have been widely evaluated as antigenic targets for TL-immunodiagno-
sis, such as heat shock proteins (HSPs), histones and peroxiredoxins, with promising results.
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HSPs represent a highly conserved family of intracellular proteins of varying molecular
weights in prokaryotic and eukaryotic cells, including cytosolic, mitochondrial, nuclear and
endoplasmic reticulum resident proteins. They act as a chaperon in peptide folding and in the
translocation of proteins to organelles, the prevention of protein aggregation, and the stabiliza-
tion and degradation of proteins [74, 75]. HSPs have usually been identified by amino acid
sequence homology and molecular weight, with HSP70 and HSP83 being the most abundant
[76, 77]. These proteins are constitutively expressed throughout the life cycle of Leishmania,
increasing expression in the vertebrate host due to variation in temperature and pH [78]. The
recombinant proteins HSP70 and HSP83, and the synthetic peptides extracted from those pro-
teins, have been widely evaluated for TL-diagnosis [20, 24, 46, 47, 62, 66]. The performance of
these targets seems to be promising, with HSP83 presenting sensitivity of over 90% and high
specificity with few cross reactions [20, 46, 47].

Histones are conserved proteins bound to DNA establishing chromatin structure in eukary-
otes. Several biological functions have been described for histones during Leishmania infection
in susceptible hosts. Core nucleosomal Leishmania histones have been proposed as prominent
intracellular pathoantigens, since immunological responses against histones seem to be
involved in the pathological mechanisms of visceral leishmaniasis (VL) (79, 80]. In this way,
this protein family has been extensively employed in ELISA for both human and canine VL
[81-84]. The presence of antibodies against rH2B of L. peruviana [55], rtH1 of L. braziliensis
[45] and rH2A, rH2B, rH3 and rH4 of L. infantum have been detected in sera from CL or ML
patients. CARMELO et al. (2002) demonstrated that the antibody against histone H1 was spe-
cific for the parasite without cross reaction with human histones. However, moderate cross
reactivity has been observed in a sample panel composed of Systemic Lupus Erythematosus
(SLE) and Chagas disease [45, 55, 62].

Peroxidoxin, also known as thiol-specific antioxidant protein, as well as tryparedoxin per-
oxidase, are peroxiredoxins, an antioxidant enzyme family [85-87]. This protein family has
been described in a wide variety of organisms and several biological functions have been
reported for Leishmania parasites, such as virulence factor and protection against reactive oxy-
gen and nitrogen species [88]. In this manner, they are directly associated with cell prolifera-
tion, senescence, apoptosis, and circadian rhythms [89]. These proteins have been described in
the secretome of L. braziliensis and the antigenicity of tryparedoxin peroxidase has also been
evaluated for both human and canine VL-diagnosis [90-92]. Peroxidoxin is the protein target
identified by the CL Detect Rapid Test (InBios International Inc.) for CL-diagnosis. Variable
performance has been reported for this ICT, according to endemic region and, consequently,
the Leishmania species involved, with better results for infections caused by L. tropica, with
sensitivity ranging 65.4-73% and specificity 92-100% [35, 36]. This test, however, has not
been evaluated in Brazil.

Other recombinant proteins, such as cytochrome c oxidase, putative IgE histamine releas-
ing factor, prohibitin, eukaryotic initiation factor 5a, cathepsin L-like peptide and small myris-
toylated protein-3, as well as hypothetical proteins, were evaluated in preliminary studies
demonstrating potential as candidates for TL-immunodiagnosis, and so more studies are
desirable [27, 29, 30, 93].

Some promising synthetic peptides have been identified and employed in ELISA. The use
of small fragments containing potent antigenic determinants is able to minimize non-specific
reactions. LINK et al. (2017) identified three peptides by phage display, probably from GP63
glycoprotein, and presented 79% sensitivity in ELISA [26]. COSTA et al. (2016) found high
performance for three clones (A10, C12 and H7) in discriminating TL-patients from patients
with other diseases and healthy individuals (100% sensitivity and specificity) [25]. However,
these short linear peptides may have some drawbacks, such as limited passive adsorption on
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polystyrene titration plates (ELISA-standard procedure), inability to identify serum antibodies
that recognize conformational epitopes and problems considering reproducibility due to varia-
tion in inter-assay reactivity producing different batches [94].

Despite the advantages, the absence of post-translational modifications of bacterially-
expressed and chemically synthesized proteins comprises an important limitation for the
employment of this biotechnology for immunodiagnosis. In this way, purified proteins can
represent significant advantages, especially regarding immunoreactivity. This review found
iron-superoxide dismutase to be a purified protein with interesting results, with more than
80% sensitivity for CL or ML diagnosis. However, being purified proteins, sensitivity and spec-
ificity may vary according to the type, source, and purity of the antigen used [53, 54].

Three polyclonal and monoclonal antibodies were evaluated for detecting Leishmania anti-
gen by ICT and THC [35, 36, 48, 51, 58, 59]. The phase III studies included were ICT tests, that
is, prospective studies in which the index and reference test were performed simultaneously in
patients with clinical suspicion [35, 36, 48, 58]. This is a commercial test that, despite its low
sensitivity, has been useful in some localities due to the simple realization and high specificity,
reducing the number of CL patients referred for diagnosis confirmation. High performance
was observed in phase I studies for species-specific monoclonal antibody (IS2-2B4—A11/
XLVI-5B8-B3) employed in IHC, with 96% sensitivity and 100% specificity [59]. More robust
studies using monoclonal or polyclonal antibodies for TL-diagnosis need to be encouraged
evaluating the performance in clinical practice.

The strength of the present literature review is that it employed a comprehensive search
strategy with four databases. One of the meaningful limitations may be the limited number of
studies evaluating the same protein target, and so results need to be interpreted with caution.
For this reason, a meta-analysis was not performed here. Additionally, it is important to con-
sider that the risk of bias for many of the included studies was unclear and/or was high for
some of the evaluated parameters: “Patient selection”, “Flow and Timing” and "Index test".
Here, we identified a large number of antigenic targets that could help clinical diagnosis. How-
ever, the high number of proof-of-concept and phase I studies highlights the need to move
forward with more refined and mainly prospective studies including patients with clinical sus-
picion of TL from different endemic regions and the most sensitive reference standard tests, to
evaluate the diagnostic accuracy of antigenic targets reported in clinical practice.
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design) and report characteristics (e.g., years considered, language, publication status) used as criteria for eligibility, giving
rationale.
Information sources 7 | Describe all information sources (e.g., databases with dates of coverage, contact with study authors to identify additional 5
studies) in the search and date last searched.
Search 8 | Present full search strategies for all electronic databases and other sources searched, including any limits used, such that 5
they could be repeated.
Study selection 9 | State the process for selecting studies (i.e., screening, eigibility, included in systematic review, and, if applicable, included &
in the meta-analysis).
Diata collection 10 | Describe method of data extraction from reports (e.g., piloted forms, independently, in duplicate) and any processes for ]
process obtaining and confirming data from investigators.
Definitions for data 11 | Provide definitions used in data extraction and classifications of target condition(s), index test(s), reference standard(s) and &
extraction other characteristics (e.g. study design, clinical setting).
Risk of bias and 12 | Describe methods used for assessing risk of bias in individual studies and concemns regarding the applicability to the review T
applicability question.
Diagnostic accuracy 13 | State the principal diagnostic accuracy measure(s) reported (e.g. sensitivity, specificity) and state the unit of assessment 7
MEeasures (e.g. per-patient, per-lesion).
Synthesis of results 14 | Describe methods of handling data, combining results of studies and describing variability between studies. This could 7
include, but is not limited to: a) handling of multiple definitions of target condition. b) handling of multiple thresholds of test
positivity, c) handling multiple index test readers, d) handling of indeterminate test results, &) grouping and comparing tests,
f) handling of different reference standards
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# PRISMA-DTA Checklist ltem

Meta-analysis D2 | Report the statistical methods used for meta-analyses, if performed.

Additional analyses 16 | Describe methods of additional analyses (e.g., sensitivity or subgroup analyses, meta-regression), if done, indicating which T
were pre-specified.

RESULTS 8-15

Study selection 17 | Provide numbers of studies screened, assessed for eligibility, included in the review (and included in meta-analysis, if a8
applicable) with reasons for exclusions at each stage, ideally with a flow diagram.

Study characteristics 18 | For each included study provide citations and present key characteristics including: a) participant characteristics 9
(presentation, prior testing), b) clinical setting, c) study design, d)target condition definition, ) index test, f) reference
standard, g) sample size, h) funding sources

Risk of bias and 19 | Present evaluation of risk of bias and concerns regarding applicability for each study. 15

applicability

Results of individual 20 | For each analysis in each study (e.g. unigue combination of index test, reference standard, and positivity threshold) report 12-14

studies 2x2 data (TP, FP, FN, TN) with estimates of diagnostic accuracy and confidence intervals, ideally with a forest or receiver
operator characteristic (ROC) plot.

Synthesis of results 21 | Describe test accuracy, including variability; if meta-analysis was done, include results and confidence intervals. 12-14

Additional analysis 23 | Give results of additional analyses, if done (e.g., sensitivity or subgroup analyses, meta-regression; analysis of index test 12-14
failure rates, proportion of inconclusive results, adverse events).

DISCUSSION 15-22

Summary of evidence 24 | Summarize the main findings including the strength of evidence. 16

Limitations 25 | Discuss limitations from included studies (e.g. risk of bias and concemns regarding applicability) and from the review 21
process (e.g. incomplete refrieval of identified research).

Conclusions 26 | Provide a general interpretation of the results in the context of other evidence. Discuss implications for future research and 21
clinical practice (e.g. the intended use and clinical role of the index test).

FUNDING 22

Funding | 27 | For the systematic review, describe the sources of funding and other support and the role of the funders. 29
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or therapeutic test

(CL=49/ML=53)

S2 Table
. . . . Antigen Origin of Reference standard . Sensitivity | Specificity
Antigen (Leishmania species) Type e tast TL patients Control (total) (%) (%) Reference
A2 (Li) RP Brazil Microscopy and PCR TL=50 > 100.0 38.6 Lage et al., 2019
Py (CL=25/ML=25) | (HC=25/DC=50) ' ' geetal,
Acidic ribosomal P2 proteins TL=18 .
RP P ELISA DC= . 75. Padill l., 2
(Lb) eru S (CL=5/ML=13) C=8 50.0 5.0 adilla et al., 2003
TL=65 70 Menezes-Souza et
C M . .
Cathepsin L-like (Lb) RP Brazil Microscopy and PCR (CL=45/ML=20) (HC=50/DC=20) 96.9 95.7 al., 2015
TL=65 70 Menezes-Souza et
C . M . .
Cathepsin L-like_peptide (Lb) SP Brazil Microscopy and PCR (CL=45/ML=20) (HC=50/DC=20) 96.9 91.4 al,, 2015
TL=24
. - . . _ _
Cytochrome c oxidase (Li) RP Brazil Microscopy and PCR (CL=12/ML=12) 28 (HC=20/DC=8) 100.0 100.0 Coelho et al. 2016
. Microscopy, PCR and TL=43 40
E L B 100. . D ., 201
nolase (Lb) RP razil MST (CL=23/ML=20) (HC=30/DC=10) 00.0 85.0 uarte et al., 2015
Enolase (Lb)# RP Brazil Microscopy and PCR TL=40 143 100.0 97.8 Lima et al., 2018
(CL=15/ML=25) | (HC=75/DC=68) ’
Eukaryotic initiation factor 5a . Microscopy, PCR and TL=43 40
(Lb)* RP Brazil MST (CL=23/ML=20) (HC=30/DC=10) 100.0 92.5 Duarte et al., 2015
Eukaryotic initiation factor 5a . . TL=40 143 .
(Lb)# RP Brazil Microscopy and PCR (CL=15/ML=25) (HC=75/DC=68) 100.0 97.8 Lima et al., 2018
MST, serologic, TL=102
H2A (Li) RP Brazil histopathology and/ - DC=92 62.9 67.0 Souza et al., 2013
. (CL=49/ML=53)
or therapeutic test
MST, serologic, TL=102
H2B (Li) RP Brazil histopathology and/ g HC=88 41.2 79.5 Souza et al., 2013
. (CL=49/ML=53)
or therapeutic test
MST, serologic, TL=102
H3 (Li) RP Brazil histopathology and/ HC=88 39.8 715 Souza et al., 2013
. (CL=49/ML=53)
or therapeutic test
MST, serologic, TL=102
H4 (Li) RP Brazil histopathology and/ - HC=88 52.5 715 Souza et al., 2013
. (CL=49/ML=53)
or therapeutic test
MST, serologic, TL=102
HSP70 (Li) RP Brazil histopathology and/ DC=92 67.9 91.3 Souza et al., 2013
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HSP70 (Lb)

HSP70 (1-114) (Lb)

HSP70 (109-245) (Lb)
HSP70 (240-357) (Lb)
HSP70 (352-518) (Lb)
HSP70 (513-663) (Lb)
HSP83.1 (Lb) #
HSP83.peptidel (Lb)
HSP83.peptide2 (Lb)
HSP83.peptide3 (Lb)
HP_LbrM.30.3350 (Lb)
HP_XP_001469551.1 (Li)*
HP_XP_001566959.1 (Lb)"
HP_XP_001566959.1 (Lb)"
HP_XP_003886492.1 (Li)*
T26-U2 (like - H2b) (Lp)

T26-U4 (like - HSP70) (Lp)

Kmp11 (Li)

RP

RP

RP

RP

RP

RP

RP

SP

SP

SP

RP

RP

RP

RP

RP

RP

RP

RP

Peru

Peru

Peru

Peru

Peru

Peru

Brazil

Brazil

Brazil

Brazil

Brazil

Brazil

Brazil

Brazil

Brazil

Colombia
and Peru
Colombia
and Peru

Brazil

Culture
Culture
Culture
Culture
Culture
Culture
Microscopy and PCR
Microscopy and PCR
Microscopy and PCR

Microscopy and PCR

Microscopy, PCR and
MST

Microscopy and PCR

Microscopy, MST and
PCR

Microscopy and PCR
Microscopy and PCR
Serologic

Serologic

MST, serologic,
histopathology and/
or therapeutic test

TL=50
(CL=30/ML=20)
TL=50
(CL=30/ML=20)
TL=50
(CL=30/ML=20)
TL=50
(CL=30/ML=20)
TL=50
(CL=30/ML=20)
TL=50
(CL=30/ML=20)
TL=65
(CL=45/ML=20)
TL=65
(CL=45/ML=20)
TL=65
(CL=45/ML=20)
TL=65
(CL=45/ML=20)
TL=43
(CL=23/ML=20)
TL=57
(CL=27/ML=30)
TL=45
(CL=20/ML=25)
TL=40
(CL=15/ML=25)
TL=50
(CL=25/ML=25)

TL=78
TL=78

TL=102
(CL=49/ML=53)

36
(HC=20/DC=16)
36
(HC=20/DC=16)
36
(HC=20/DC=16)
36
(HC=20/DC=16)
36
(HC=20/DC=16)
36
(HC=20/DC=16)
70
(HC=50/DC=20)
70
(HC=50/DC=20)
70
(HC=50/DC=20)
70
(HC=50/DC=20)
40
(HC=30/DC=10)
55
(HC=40/DC=15)

HC=50

143
(HC=75/DC=68)
75
(HC=25/DC=50)

DC=39

DC=39

HC=88

84.0

14.0

14.0

10.0

38.0

70.0

93.9

63.1

63.1

89.2

95.4

100.0

100.0

100.0

100.0

58.0

76.9

71.7

91.7

100.0

100.0

100.0

97.2

100.0

95.7

94.3

90.0

914

85.0

98.2

98.0

97.8

100.0

87.0

97.0

53.4

Zurita et al., 2003
Zurita et al., 2003
Zurita et al., 2003
Zurita et al., 2003
Zurita et al., 2003

Zurita et al., 2003

Menezes-Souza et
al.,, 2014
Menezes-Souza et
al.,, 2014
Menezes-Souza et
al.,, 2014
Menezes-Souza et
al.,, 2014

Duarte et al., 2015

Carvalho et al.,
2017

Lima et al., 2017
Lima et al., 2018

Lage et al. 2019

Montoya et al.,
1997
Montoya et al.,
1997

Souza et al., 2013
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Lb6H (Lb)#
Lb8E (Lb)

MAPK3 (Lb)
MAPK4 (Lb)

Peroxidoxin (Lb)*

Putative IgE histamine releasing
factor (Li)#

Ribosomal protein L25 (23083)
(Lb)

Ribosomal protein L25 (23085)
(Lb)

Ribosomal protein L25 (23089)
(Lb)

Small myristoylated protein-3
(Li)*

Small myristoylated protein-
3.peptide 1*

Tryparedoxin peroxidase (Lb)*
B-tubulin (Lb)*

B-tubulin (Lb)

A10 (Lb)#

B7 (Lb)*

B10 (Lb)

C11 (Lb)

RP

RP

RP

RP

RP

RP

SP

SP

SP

RP

SP

RP

RP

RP

SP

SP

SP

SP

Brazil

Brazil

Brazil

Brazil

Brazil

Brazil

Peru

Peru

Peru

Brazil

Brazil

Brazil

Brazil

Brazil

Brazil

Brazil

Brazil

Brazil

Microscopy, PCR
and/or histopathology
Microscopy, PCR
and/or histopathology

Microscopy and PCR
Microscopy and PCR
Microscopy and PCR

Microscopy and PCR

Microscopy and
culture
Microscopy and
culture
Microscopy and
culture

Microscopy and PCR

Microscopy and PCR

Microscopy, PCR and
MST

Microscopy and PCR

Microscopy, PCR and
MST

Microscopy and PCR
Microscopy and PCR
Microscopy and PCR

Microscopy and PCR

TL=219

TL=219

TL=65
(CL=45/ML=20)
TL=65
(CL=45/ML=20)
TL=65
(CL=45/ML=20)
TL=24
(CL=12/ML=12)

TL=20
TL=20

TL=20

TL=40
(CL=15/ML=25)
TL=40
(CL=15/ML=25)
TL=43
(CL=23/ML=20)
TL=40
(CL=15/ML=25)
TL=43
(CL=23/ML=20)
TL=50
(CL=20/ML=30)
TL=50
(CL=20/ML=30)
TL=50
(CL=20/ML=30)
TL=50
(CL=20/ML=30)

281
(HC=68/DC=213)

HC=68

70
(HC=50/DC=20)
70
(HC=50/DC=20)
70
(HC=50/DC=20)

28 (HC=20/DC=8)
19 (HC=9/DC=10)
19 (HC=9/DC=10)

19 (HC=9/DC=10)

100
(HC=35/DC=65)
100
(HC=35/DC=65)
40
(HC=30/DC=10)
143
(HC=75/DC=68)
40
(HC=30/DC=10)

DC=10
DC=10
DC=10

DC=10

100.0

83.3

83.1

75.4

98.5

100.0

30.0

35.0

40.0

100.0

94.50

100.0

100.0

100.0

100.0

100.0

66.0

60.0

93.6

83.3

71.4

97.1

100.00

100.0

89.5

89.5

89.5

99.0

92.50

100.0

97.8

82.5

100.0

100.0

100.0

100.0

Sato et al., 2017

Sato et al., 2017

Menezes-Souza et
al., 2015
Menezes-Souza et
al. 2015
Menezes-Souza et
al., 2014a

Coelho et al. 2016

Gonzales et al.,
2002
Gonzéles et al.,
2002
Gonzéles et al.,
2002

Salles et al., 2019
Salles et al., 2019
Duarte et al., 2015
Lima et al., 2018
Duarte et al., 2015
Costa et al., 2016
Costa et al., 2016
Costa et al., 2016

Costa et al., 2016
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C12 (Lb)*

H7 (Lb)*

Con-A-bound fraction (Lb)
Con-A-bound fraction (La)

Jaca-bound fraction (Lb)

Jaca-bound fraction (La)

SP

SP

PP

PP

PP

PP

Brazil

Brazil

Brazil

Brazil

Brazil

Brazil

TL=
Microscopy and PCR >0

Microscopy and PCR TL=50

Microscopy and

. TL=58
Serologic
MlcroscopY and TL=58
Serologic
MlcroscopY and TL=58
Serologic
Microscopy and
Serologic TL=58

(CL=20/ML=30)

(CL=20/ML=30)

DC=10

DC=10

171
(HC=49/DC=122)
171
(HC=49/DC=122)
171
(HC=49/DC=122)

171
(HC=49/DC=122)

100.0

100.0

81.0

19.0

60.0

38.0

100.0

100.0

58.0

71.0

66.0

65.0

Costa et al., 2016

Costa et al., 2016

Gomes-Silva et al.,
2008
Gomes-Silva et al.,
2008
Gomes-Silva et al.,
2008

Gomes-Silva et al.,
2008

HP — hypothetical protein; HC — healthy control; DC — disease control; RP —recombinant protein; PP — purified protein; SP — synthetic peptide;
La — L. amazonensis; Lb — L. braziliensis; Li — L. infantum; Lp — L. peruviana; # — antigenic target presenting sensitivity and specificity above 90%

S3 Table
Antigen (Leishmania species) Antigen Ogelnet Reference standard test FL Control (total) Sensitivity | Specificity Reference
Type samples patients (%) (%)
Gp63 (Ld) PP Sudan Microscopy or histopathology 33 56 (HC=20/DC=36) 52.0 80.4 Jensen et al., 1996
Gp63 (Lm) PP Sudan Microscopy or histopathology 33 56 (HC=20/DC=36) 39.0 83.9 Jensen et al., 1996
GPB (Lm) SP Sudan Microscopy or histopathology 33 (HC=32}I§C=79) 82.0 94.8 Jensen et al., 1996
H1 (Lb) RP Peru Microscopy and culture 24 44 (HC=12/DC=32) 66.6 90.9 Carmelo et al., 2002
H1_peptide 23061 (Lb) SP Peru Microscopy and culture 24 44 (HC=12/DC=32) 12.5 100.0 Carmelo et al., 2002
H1_peptide 23063 (Lb) SP Peru Microscopy and culture 24 44 (HC=12/DC=32) 0.0 100.0 Carmelo et al., 2002
H1_peptide 23065 (Lb) SP Peru Microscopy and culture 24 44 (HC=12/DC=32) 11.7 100.0 Carmelo et al., 2002
H1_peptide 23067 (Lb) SP Peru Microscopy and culture 24 44 (HC=12/DC=32) 46.8 90.9 Carmelo et al., 2002
H1_peptide 23069 (Lb) SP Peru Microscopy and culture 24 44 (HC=12/DC=32) 18.8 100.0 Carmelo et al., 2002
H1_peptide 23071 (Lb) SP Peru Microscopy and culture 24 44 (HC=12/DC=32) 12.9 97.7 Carmelo et al., 2002
H1_peptide 23073 (Lb) SP Peru Microscopy and culture 24 44 (HC=12/DC=32) 0.0 100.0 Carmelo et al., 2002
H2A (L) RP Brazil MST, serologic, histopathology | g DC=92 69.8 67.0 Souza et al., 2013
and/ or therapeutic test
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H2B (Li)
H3 (Li)
H4 (Li)

HSP70 (Li)

HSP70 (Lb)

HSP70 (1-114) (Lb)
HSP70 (109-245) (Lb)
HSP70 (240-357) (Lb)
HSP70 (352-518) (Lb)
HSP70 (513-663) (Lb)

HSP83 (Li)*
HSP83 (Li)*
HSP83.1 (Lb)

HSP83.peptidel (Lb)
HSP83.peptide2 (Lb)

HSP83.peptide3 (Lb) #
HP_XP_001566959.1) (Lb)*
Kmp11 (Li)

Lbk39 (Lb)

NGP 0204

NGP 2203
NGP 2333

NGP 2334

RP

RP

RP

RP

RP
RP
RP
RP
RP
RP

RP
RP
RP

SP

SP

sp
RP
RP
RP
PP

PP

PP

PP

Brazil

Brazil

Brazil

Brazil

Peru
Peru
Peru
Peru
Peru
Peru

Brazil
Brazil

Brazil

Brazil

Brazil

Brazil
Brazil
Brazil
Brazil

Brazil

Brazil

Brazil

Brazil

MST, serologic, histopathology
and/ or therapeutic test
MST, serologic, histopathology
and/ or therapeutic test
MST, serologic, histopathology
and/ or therapeutic test
MST, serologic, histopathology
and/ or therapeutic test
Culture
Culture
Culture
Culture
Culture
Culture
MST and/or histopathology and
IFAT
Microscopy and Immunological

Microscopy and PCR
Microscopy and PCR
Microscopy and PCR

Microscopy and PCR

Microscopy, IDRM and PCR
MST, serologic, histopathology
and/ or therapeutic test
Microscopy

Microscopy and culture
Microscopy and culture
Microscopy and culture

Microscopy and culture

49

49

49

49

30
30
30
30
30
30

12
12
45

45

45

45
20
49
74
30

30

30

30

HC=88
HC=88
HC=88

DC=92

36 (HC=20/DC=16)
36 (HC=20/DC=16)
36 (HC=20/DC=16)
36 (HC=20/DC=16)
36 (HC=20/DC=16)
36 (HC=20/DC=16)

)

20 (HC=10/DC=10
DC=79
70 (HC=50/DC=20)

70 (HC=50/DC=20)
70 (HC=50/DC=20)

70 (HC=50/DC=20)
HC=50
HC=88

63 (HC=50/DC=13)
119
(HC=60/DC=59)
119
(HC=60/DC=59)
119
(HC=60/DC=59)
119
(HC=60/DC=59)

77.8

50.6

60.4

64.1

83.3
6.6
3.3
0.0

30.0

73.3

100.0
100.0
95.6

71.1

64.4

95.6
100.0
55.7
88.0
70.0

93.3

93.3

90.0

61.3

55.6

54.5

86.9

91.7
100.0
100.0
100.0

97.2
100.0

100.0
97.5
95.7

94.3

90.0

914
98.0
53.4
98.0
60.5

51.3

64.7

58.8

Souza et al., 2013
Souza et al., 2013
Souza et al., 2013

Souza et al., 2013

Zurita et al., 2003
Zurita et al., 2003
Zurita et al., 2003
Zurita et al., 2003
Zurita et al., 2003
Zurita et al., 2003

Celeste et al., 2004

Celeste et al., 2014
Menezes-Souza et
al., 2014b
Menezes-Souza et
al., 2014b
Menezes-Souza et
al., 2014b
Menezes-Souza et
al., 2014b
Lima et al., 2017

Souza et al., 2013
Souza et al., 2019
Souza et al., 2018

Souza et al., 2018
Souza et al., 2018

Souza et al., 2018
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Peroxidoxin (Lb)*

Superoxide Dismutase (Lm)
Superoxide dismutase (Lp)
iron—superoxide dismutase (La)
iron—superoxide dismutase (Lp)
P1 _ like Gp63 (Lb)

MIX (P1 + P2 + P3) _ like Gp63 (Lb)

36 kDa e 48-56 kDa (Lb)

Fraction 8 - Peak 2 (Lb)

RP

RP
PP
PP
PP
sP
sP

PP

PP

Brazil Microscopy and PCR 45
Iran Microscopy 30
Peru Micorscopy 68
Colombia Microscopy 51
Colombia Microscopy 51
Brazil ELISA 57
Brazil ELISA 57
Brazil Microscopy 60
Brazil Microscopy, MST and IFAT 48

70 (HC=50/DC=20)

41 (HC=20/DC=21)
32 (HC=12/DC=20)
HC=10
HC=10
DC=30
DC=30
177
(HC=66/DC=111)
114
(HC=48/DC=66)

100.0

53.6
88.2
824
11.7
72.0
79.0

93.3

85.4

100.0

97.6
333
100.0
100.0
86.6
90.0

68.9

91.2

Menezes-Souza et
al., 2014a
Yeganeg et al., 2009
Marin et al., 2009
Longoni et al., 2014
Longoni et al., 2014
Link et al ,2017
Link et al ,2017

Skraba et al., 2014

Vidgal et al., 2008

HC - healthy control; DC - disease control; RP - recombinant protein; PP - purified protein; SP - synthetic peptide; # - antigenic target presenting
sensitivity and specificity above 90%.

S4 Table
. , , . Test format .. CL Control | Sensitivity | Specificity
L
Antigen (Leishmania species) evaluated Origin of samples Reference standard test patients | (total) (%) (%) Reference
Peroxidoxin (pAb and mAb) ICT Suriname Microscopy 79 DC=14 36.7 85.7 Schallig et al., 2019
Peroxidoxin (pAb and mAb) ICT Afghanistan Microscopy and/or PCR 257 DC=17 65.4 100.0 Vink et al., 2018
Peroxidoxin (pAb and mAb) ICT Morocco Microscopy and/or PCR 136 DC=83 67.6 94.0 Bennis et al., 2018
Peroxidoxin (pAb and mAb) ICT Sri Lanka PCR 59 HC=22 35.6 100.0 de Silva et al., 2017
IS2-2B4 - A11 (Lt) and XLVI-5B8- . _ ..
B3 (Lm) (mAb)* IHC Iran Cytology or histopathology and PCR 100 DC=30 96.0 100.0 Shirian et al., 2014
G2D10 (Lg) (mAb) IHC Central America Culture 41 DC=20 51.2 100.0 Kenner et al., 1999

HC - healthy control; DC - disease control; mAb - monoclonal antibody; pAb - polyclonal antibody; Lt - Leishmania tropica; Lm - Leishmania
major; Lg - Leishmania gerbilli; * - antigenic target presenting sensitivity and specificity above 90%.
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S5 Table
. . . . Antigen Origin of Reference standard test ML Sensitivity | Specificity
Antigen (Leishmania species) Type e patients Control (total) (%) (%) Reference
Acidic ribosomal protein RP | Colombia / Peru Microscopy and IFAT 21 DC=30 76.0 100.0 Soto et al., 1996
family_LiP2aQ (Li)
Acidic ribosomal protein RP | Colombia/Peru Microscopy and IFAT 21 DC=30 42.0 100.0 Soto et al., 1996
family_LiP2bQ (L/)
H2A (Li) RP Brazil MST, serologic, histopathology 53 DC=92 56.3 79.1 Souza et al., 2013
and/ or therapeutic test
MST, logic, hi hol
H2B (Li) RP Brazil ST, serologic, histopathology 53 HC=88 86.0 61.3 Souza et al., 2013
and/ or therapeutic test
H3 (Li) RP Brazil MST, serological, histopathology 53 HC=88 42.9 69.3 Souza et al.,, 2013
and/ or therapeutic test
Ha (Li) RP Brazil MST, serologic, histopathology 53 HC=88 80.3 54.5 Souza et al., 2013
and/ or therapeutic test
HSP70 (Li) RP Brazil MST, serologic, histopathology 53 DC=92 79.2 92.3 Souza et al., 2013
and/ or therapeutic test
Culture 36 .
HSP70 (Lb) RP Peru 20 (HC=20/DC=16) 85.0 91.7 Zurita et al., 2003
Culture 36 .
HSP70 (1-114) (Lb) RP Peru 20 (HC=20/DC=16) 25.0 100.0 Zurita et al., 2003
Culture 36 .
HSP70 (109-245) (Lb) RP Peru 20 (HC=20/DC=16) 30.0 100.0 Zurita et al., 2003
Culture 36 .
HSP70 (240-357) (Lb) RP Peru 20 (HC=20/DC=16) 25.0 100.0 Zurita et al., 2003
Culture 36 .
HSP70 (352-518) (Lb) RP Peru 20 (HC=20/DC=16) 50.0 97.2 Zurita et al., 2003
Culture 36 .
HSP70 (513-663) (Lb) RP Peru 20 (HC=20/DC=16) 65.0 100.0 Zurita et al., 2003
. . MST and/or histopathology and 20
#
HSP83 (Li) RP Brazil IFAT 14 (HC=10/DC=10) 100.0 100.0 Celeste et al., 2004
HSP83 (Li)" RP Brazil Microscopy and Immunological 14 DC=79 100.0 97.5 Celeste et al., 2014
. Microscopy and PCR 70 Menezes-Souzaet al.
# ’
HSP83.1 (Lb) RP Brazil 20 (HC=50/DC=20) 90.0 95.7 2014b
. . Microscopy and PCR 70 Menezes-Souzaet al.,
HSP83.peptidel (Lb) SP Brazil 20 (HC=50/DC=20) 55.0 94.3 2014b
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HSP83.peptide2 (Lb)
HSP83.peptide3 (Lb)

Kmpl1l

HP_ XP_001566959.1 (Lb)#

HP_XP_001467126.1 (L.i)#

Peroxidoxin (Lb) *

Iron-Superoxide dismutase (Lb)

SP

SP

RP

RP

RP

RP

PP

Brazil

Brazil

Brazil

Brazil

Brazil

Brazil

Peru

Microscopy and PCR
Microscopy and PCR
MST, serologic, histopathology

and/ or therapeutic test
Microscopy, MST and PCR

Microscopy and PCR
Microscopy and PCR

Microscopy

20

20

53

25

23

20

45

70
(HC=50/DC=20)
70
(HC=50/DC=20)

HC=88

HC=50

58
(HC=35/DC=23)
70
(HC=50/DC=20)
32
(HC=12/DC=20)

50.0

75.0

74.0

100.0

100.0

95.0

93.3

90.0

91.4

71.5

98.0

100.0

100.00

324

Menezes-Souzaet al.,
2014b
Menezes-Souzaet al.,
2014b

Souza et al., 2013
Lima et al., 2017

Dias et al., 2018

Menezes-Souza et al.,
2014a

Marin et al., 2009

HC - Healthy control; DC - Disease control; RP - Recombinant protein; PP - Purified protein; SP - synthetic peptide; # - antigenic target presenting

sensitivity and specificity above 90%
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Among Latin America countries, Brazil has the greatest number of recorded CL cases
with several Leishmania species being associated with human cases. Laboratory
diagnosis is one of the major challenges to disease control due to the low accuracy
of parasitological techniques, the restricted use of molecular techniques, and the
importance of differential diagnosis with regard to several dermatological and systemic
diseases. In response, we have developed and validated an immunohistochemistry
(IHC) technique for CL diagnosis using anti-mTXNPx monoclonal antibody (mAD).
Recombinant Leishmania—mTXNPx was produced and used as an immunogen for mAb
production through the somatic hybridization technique. The viability of mAb labeling of
Leishmania amastigotes was tested by IHC performed with skin biopsies from hamsters
experimentally infected with Leishmania amazonensis, Leishmania brazliensis, and
Leishmania guyanensis. The enzymes horseradish peroxidase (IHC-HRP) and alkaline
phosphatase (IHC-AP), both biotin-free polymer detection systems, were used in the
standardization step. The IHC was further validated with skin biopsies from 49 CL
patients diagnosed by clinical examination and quantitative real-time polymerase chain
reaction and from 37 patients presenting other dermatological infectious diseases. Other
parasitological techniques, such as direct examination and culture, were also performed
for confirmed CL patients. Histopathology and IHC were performed for all included
patients. Overall, the highest sensitivity was observed for IHC-AP (85.7%), followed
by IHC-HRP (79.6%), direct examination (77.6%), histopathological examination (HE;
65.3%), and in vitro culture (49%). Only IHC and HE presented specificity over 90% and
were able to detect CL patients regardless of parasite burden (odds ratio > 1.94; 95%Cl:
0.34-11.23). A significant increase in positivity rates was observed when IHC-AP
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was combined with direct examination (95.9%) and HE (93.9%). The IHC techniques
evaluated in here detected the main Leishmania species causing CL in Brazil and can
support diagnostic strategies for controlling this neglected disease, especially if used in
combination with other approaches for an integrative laboratorial diagnosis.

K. leiak

Y ds:

INTRODUCTION

Cutaneous leishmaniasis (CL) is a neglected global disease that
is often prevalent in the poorest and marginalized communities.
It causes skin lesions, residual scars, and stigmatization, with
serious psychosocial impacts on the lives of patients (Karimkhani
et al., 2016; Galviao et al, 2019). The disease is endemic
in at least 88 countries, and more than 210,000 cases have
been reported in Brazil during the last decade, mainly caused
by Leishmania (Viannia) braziliensis, Leishmania (Leishmania)
amazonensis, and Leishmania (Viannia) guyanensis (Brasil, 2017,
2021; WHO, 2020). Considering the clinical complexity of CL
and the ineffective strategies available for vector control, disease
prevention still relies on early diagnosis, followed by prompt and
effective treatment of human cases (PAHO, 2019).

The clinical diagnosis of CL, although relevant, is insufficient
for case definition, and differential diagnosis is required due to
the broad clinical spectrum of the disease and the often reported
presence of similar dermatological diseases in leishmaniasis
endemic areas (Tirelli et al, 2017). Laboratory diagnosis is
currently based on parasitological, molecular, histopathological,
and immunopathological tests; however, gold-standard tests are
not yet available (Faber et al,, 2003; Goto and Lindoso, 2010).
Direct examination of skin lesion scrapings or impression smears
is conventionally used as a diagnostic test, even with its variable
and generally low sensitivity. In New World countries, where
CL chronic cases are frequent, the sensitivity of this test has
ranged 30-80%, varying according to the onset of skin lesion,
parasite burden, and professional expertise (Ramirez et al.,
2000; Schubach et al.,, 2001; Faber et al., 2003; de Mello et al.,
2011; Espir et al, 2016). Polymerase chain reaction (PCR)
is usually more sensitive than parasitological tests and allows
the identification and quantification of the parasite in tissue.
However, despite several advances, the high cost and absence
of a standardized protocol limit the use of PCR at reference
centers (Moreira et al,, 2018). The Montenegro Skin Test has
long been used in Brazil as a screening method in endemic
areas and in the laboratory routine for CL diagnosis, but
the test is no longer used due to the suspension of antigen
production (Braz, 2019). Although immunological methods
are not currently used in clinical practice, different antigens
have been evaluated to improve the restricted scenario for CL
diagnosis (Freire et al,, 2021), including peroxidoxin (Menezes-
Souza et al, 2014), renamed as mitochondrial tryparedoxin
peroxidase (mTXNPx) in trypanosomatids (Teixeira et al., 2015).
This member of an antioxidant protein family from Leishmania is
highly expressed in amastigote forms and has been detected in the
immunochromatographic assay CL Detect™ Rapid Test (InBios
International Inc., Seattle, WA, United States), with sensitivity of

histochemistry, di i lonal antibody, mTXNPx

around 65% in Old World countries (Bennis et al., 2018; Vink
etal, 2018).

Histopathological examination (HE), a widely available
technique, is usually more affordable than other assays and can
help with CL diagnosis. However, recognizing the amastigote
forms of Leishmania can occasionally be a limiting factor for CL
case confirmation. From this perspective, immunohistochemistry
(IHC) has proven to be a valuable tool at reducing this lacuna in
CL diagnosis by labeling the amastigote forms of Leishmania spp.,
with sensitivity ranging 60-80% worldwide. Although several
advances have been reported using IHC, hyperimmune sera and
detection systems based on biotin are still used for CL diagnosis,
which may be related to unspecific markings and limited
specificity (Salinas et al., 1989; Schubach et al., 2001; Ramos-Vara
et al., 2008; Amato et al., 2009; Quintella et al., 2009; Lunedo
et al., 2012; Alves et al., 2013; Marques et al., 2017; Gonzalez
et al, 2019). Due to the shortage of commercially available
monoclonal antibody (mAb) for Leishmania detection, the use
of THC is indeed still limited, although promising (Beena et al.,
2003; Salotra et al., 2003; Shirian et al., 2014). Thus, we produced
an anti-mTXNPx mAb and applied it in the IHC using two biotin-
free polymer detection systems for CL diagnosis. The availability
of this diagnostic tool represents a potential advance toward
increasing access to adequate laboratory diagnosis in Brazil.

MATERIALS AND METHODS

Ethics Statement

The study was approved by the Human Research Ethics
Committee of the Instituto René Rachou, Oswaldo Cruz
Foundation (IRR/Fiocruz, CAAE number 56188716.5.0000.5091)
and of the Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG, CAAE
number 14887414.0.0000.5149), respectively.

Furthermore, BALB/c mice (Mus musculus) and golden
hamsters (Mesocricetus auratus) were obtained from the
IRR/Fiocruz animal facility, and all protocols were licensed by
the Ethics Committee of Animal Use of Fiocruz (licenses LW-
15/15 and LW-4/18).

Experimental Design

Since mTXNPx has been considered a promising target in
different immunological tests for CL diagnosis (Freire et al.,
2021), the recombinant protein Leishmania mTXNPx was
produced and used to immunize BALB/c mice, stimulating
the production of a specific antibody. After this stage, the
anti-mTXNPx mAb was produced and used in IHC to
label Leishmania spp. amastigotes. A pilot experimental study
performed IHC with skin biopsies of hamsters experimentally
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infected with the main species of Leishmania associated with
CL in Brazil: L. braziliensis, L. guyanensis, and L. amazonensis.
Amastigote labeling was evaluated using two IHC protocols based
on distinct polymer detection systems. Once the specific labeling
was confirmed, these protocols were standardized and validated
on skin biopsies from patients with CL-suggestive clinical
diagnosis: the first using the enzyme horseradish peroxidase
(HRP) and the other using alkaline phosphatase (AP).

Production of Recombinant Antigen

The nucleotide sequences that code for Leishmania infantum-
mTXNPx were obtained by back-translation of amino acid
sequences (PDB ID: 6EOF). This sequence is highly similar
to mTXNPx from other Leishmania species associated with
CL worldwide, such as L. braziliensis (86.7%), L. amazonensis
(98.7%), L. guyanensis (86.3%), and L. major (98.2%), such
that some are still being named peroxidoxin (Supplementary
Figure 1). The restriction sites for BamHI and HindIII were
inserted into the 5" and 3’ ends of the minigene, respectively.
Optimization, synthesis, and insertion of the minigene within
the pET28a vector were performed by GenScript (Piscataway, NJ,
United States). This synthetic gene was constructed containing
the DNA sequence of 678 bp, corresponding to 226 amino acids
(24.86 kDa). The pET28a with mTXNPx sequence construction
(pET28a-mTXNPx) was used to transform Escherichia coli
BL21 Star competent cells by thermal shock (15 min on ice,
1 min at 42°C, and 10 min on ice). Thereafter, the selected
clones were tested by restriction analysis with BamHI and
HindIII, and those presenting the mTXNPx gene were cultured
in vitro at 37°C in Luria-Bertani (LB) medium containing
30 pg/ml of kanamycin Sigma-Aldrich, (San Luis, MO, United
Estates).

The started cultures were inoculated overnight in fresh LB
medium (proportion of 1:25), maintained under the conditions
previously described, until an optical density from 0.6 to 0.8
at 590 nm (ODsgg) for the expression of mTXNPx. At this
time, the cultures were induced with 1 mmol/L isopropyl-
p-D-thiogalactopyranoside (IPTG) under constant agitation of
200 x g per min at 37°C overnight. Cells were harvested
by centrifugation at 10,000 x g for 20 min, and the pellets
were lysed for protein purification from inclusion bodies under
denaturing conditions (Ntumngia and Adams, 2012). Briefly,
the cells were resuspended in lysis buffer [50 mmol/L Tris
buffer, pH 8.0, 500 mmol/L NaCl, 0.2 mmol/L EDTA, 3%
sucrose, 1% Triton X-100, 200 pg/ml lysozyme, 1 mmol/L
phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF), and 20 pg/ml DNAse],
and the lysates were sonicated in an ultrasonic processor (VC-
750, SONICS VIBRA CELL, Newtown, OH, Unites States) by
five cycles of 30-s pulse at 40% of intensity. Inclusion bodies
were recovered by centrifugation at 13,000 x g for 40 min,
washed twice [50 mmol/L Tris buffer (pH 8.0), 3 mol/L urea,
0.2 mmol/L. EDTA, and 500 mmol/L NaCl], sonicated, and
centrifuged as previously described. The inclusion bodies were
solubilized (10 mmol/L phosphate buffer, pH 7.8, 200 mmol/L
NaCl, 10 mmol/L Tris, 6 mol/L GuHCIl, and 10 mmol/L
BetOH), and the recombinant proteins were purified by affinity
chromatography using Ni Sepharose High Performance resin

(GE Healthcare Life Sciences, Uppsala, Sweden) in Poly-Prep
Chromatography columns (Bio-Rad Laboratories, Richmond,
CA, United States), according to the instructions of the
manufacturer.

The expression and purification of mTXNPx were analyzed
by 15% SDS-PAGE (Laemmli, 1970). The protein was blotted
to a nitrocellulose membrane (Amersham Protran, 0.45 pm—
GE Healthcare, Little Chalfont, United Kingdom), and Western
blotting analysis (Towbinetal,, 1979) was performed using
monoclonal 6x-His-tag antibody (1:3,000) Thermo Fisher
Scientific, (Waltham, MA, United Estates) and ECL™ Prime
Western Blotting (GE Healthcare UK Ltd., Buckinghamshire,
United Kingdom) as a detection agent. Blot images were obtained
with ImageQuant LAS 4000 imaging system (GE Healthcare,
Chicago, IL, United States).

Production of Monoclonal Antibody

Two female 5-week-old BALB/c mice were subcutaneously
immunized with the first dose containing 20 pg of mTXNPx
and Freund’s complete adjuvant. Four other immunizations
containing 20 g of mMTXNPx and Freund’s incomplete adjuvant
were performed at intervals of 2 weeks. As a control, two
female BALB/c mice were also immunized with saline and
Freund’s adjuvant, following the same conditions. Blood samples
were obtained before each immunization, by submandibular
vein puncture using a sterile single-use lancet, as well as after
the fifth dose. The serum was titrated by indirect enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA), using mTXNPx as antigen
and following the protocol described by Grenfell et al. (2014),
with changes in absorbance being monitored at a wavelength
of 450 nm. Once the production of specific antibodies was
confirmed by ELISA, additional boosting immunization was
performed intraperitoneally following the conditions described
previously. Splenocytes were isolated for cell fusion 3 days
after boosting, following the protocols described previously with
modifications (Kennett et al., 1979; Harn et al, 1984). Briefly,
3.5 x 107 splenocytes and 7 x 10° Sp2/0-IL6 myeloma cells were
mixed with 20 ml Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM;
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, United States) and centrifuged at
10,000 x g for 20 min, discarding the supernatant. After this
step, a polyethylene glycol-dimethyl sulfoxide solution (Hybri-
Max, Sigma, St. Louis, MO, United States) was preheated to
37°C, and 700 pl was added dropwise into the cell pellet
while mixing slowly. The cellular suspension was incubated
for 1.5 min, then 15 ml of DMEM was further added, and
additional centrifugation at 300 x g for 3 min was performed.
The cells were resuspended in 30 ml of DMEM, supplemented
with 20% fetal bovine serum (FBS) and 1% PenStrep (Gibco
Laboratories, Waltham, MA, United States). The fused cells
were cultured at 37°C with 5% CO, for 24 h. Selective 2%
hypoxanthine-aminopterin-thymidine medium (HAT; Sigma-
Aldrich) was added to the fused cell cultures, which were
subsequently seeded into a 96-well plate containing previously
collected mouse peritoneal macrophages. The wells were first
screened by microscopy at 10-14 days later, and antibody
production was confirmed by ELISA. The well containing the
greatest number of cells and the higher value of absorbance
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(at least 1.20) was expanded and subcloned by limiting the
dilution until at the concentration of a single cell per well. The
clone was expanded in vitro under the same conditions of the
culture, and the supernatant containing anti-mTXNPx mAb was
collected weekly. The cell culture supernatant, containing mAb,
was concentrated using Amicon® Stirred Cells filtration system
with Diaflo ultrafilters (EMD Millipore Corporation, Billerica,
MA, United States). The mAb was purified using HiTrap
Blue HP and HiTrap rProtein A FF (GE Healthcare, Uppsala,
Sweden) according to the instructions of the manufacturer.
The purification of anti-mTXNPx mAb was analyzed by 15%
SDS-PAGE, and the antigen-antibody reaction was confirmed
by Western blotting analysis using 1 pg of mTXNPx, 1:100
of anti-mTXNPx mAb, and 1:20.000 of anti-mouse antibody
conjugated with HRP.

Soluble Leishmania Antigen

Soluble  Leishmania antigens (SLAs) were prepared
with stationary-phase promastigotes of L. amazonensis
(SLaA)  (IFLA/BR/67/PHS8), L.  braziliensis  (SLbA)
(MHOM/BR/75/M2903), and L.  guyanensis  (SLgA)
(MHOM/BR/75/M4147) maintained in the biphasic medium
NNN (Novy, McNeal, and Nicolle)/LIT (liver infusion tryptose),
supplemented with 20% inactivated FBS and 1% PenStrep. The
parasites were washed twice with sterile phosphate-buffered
saline (PBS) and centrifuged for 10 min at 2,000 x g and 4°C,
and the supernatants were removed. Pellets containing the
parasites were resuspended in lysis buffer (20 mmol/L HEPES,
10 mmol/L KCl, 1.5 mmol/L MgCly, 250 mmol/L sucrose,
1 mmol/L DTT, and 0.1 mmol/L PMSF) and submitted to 10
cycles of liquid nitrogen freezing and heating at 37°C. After
this step, the partially lysed cells were centrifuged for 10 min
at 2,000 x g and 4°C, the supernatant was removed, and the
pellets were sonicated in five cycles of 30 s per pulse at 40%
intensity, followed by a final centrifugation at 2,000 x g and 4°C
for 15 min. The capacity of anti-mTXNPx mAb to detect this
antigen in SLAs from each Leishmania species was performed
by Western blotting analysis using 5 g of each SLA, 1:100
of anti-mTXNPx mAb, and 1:20.000 of anti-mouse antibody
conjugated with HRP.

Pilot Experimental Study Using Golden
Hamsters

Male golden hamsters (Mesocricetus auratus), 5 weeks old, were
experimentally infected with L. amazonensis (IFLA/BR/67/PH8),
L. braziliensis (MHOM/BR/75/M2903), and L. guyanensis
(MHOM/BR/75/M4147). All inoculums were prepared in a
total volume of 200 pl of sterile PBS with 1 x 10°
stationary-phase parasites administered intradermally in the
dorsal region of the right hind paw (Régo et al, 2018).
Fragments from skin lesions were harvested at 30 days post-
infection and fixed in 10% buffered formalin (pH 7.2). These
samples were used in IHC with anti-mTXNPx mAb and two
biotin-free polymeric detection systems to confirm Leishmania
amastigote labeling.

Validation in Human Samples

Study Population

The sample size was calculated considering 57.8% of Leishmania
prevalence in the Leishmaniasis Reference Center of the Instituto
René Rachou, Oswaldo Cruz Foundation (CRL-IRR/Fiocruz),
with 0.75 confidence limit and 95% specificity. The minimum
values of 34 non-cases and 47 CL cases were estimated
(Flahault et al., 2005).

All biopsy samples were from patients with suspected CL and
who reside in Minas Gerais, a Brazilian state endemic for this
disease. Forty-nine patients who attended from 2017 to 2019
at the CRL-IRR/Fiocruz were included. The CL case definition
criterion was based on the detection of the KDNA minicircle
of Leishmania spp. by quantitative real-time polymerase chain
reaction (QPCR). Moreover, direct examination and in vitro
culture for Leishmania spp. isolation were performed by CRL-
IRR/Fiocruz for all CL cases. Thirty-seven patients who were
attended at the Clinica de Dermatologia Osvaldo Costa (Hospital
das Clinicas/Universidade Federal de Minas Gerais), presenting
other dermatological infectious diseases clinically similar to
CL in the clinical practice, such as sporotrichosis (n = 7),
paracoccidioidomycosis (n = 1), mycobacteriosis (n = 6),
and dermatitis (n = 23), were included as a non-CL group.
The definitive diagnosis of these diseases was established by
clinical examination and laboratory tests, such as culture for
sporotrichosis, paracoccidioidomycosis, and mycobacteriosis as
well as search of acid-alcohol-resistant bacilli in dermal smears
for mycobacteria cases. For all suggestive clinical examination
and laboratory tests with proven negative results, the diagnosis
of non-specific dermatitis was determined.

Histopathology and IHC were performed for all included
patients. All samples were anonymized, and the researchers
involved in the study were blinded to the nature of the samples.

Histopathology

Skin fragments from infected hamsters and CL patients were
fixed in 10% buffered formalin (pH 7.2) for at least 24 h,
followed by histological processing (dehydration, clarification,
and embedding in paraffin) using the tissue processor PT05 TS
Automatic Tissue Processor and the Inclusion Center CI 2014
(Lupetec, Sao Carlos, SP, Brazil). Four-micron-thick sections
from the paraffin blocks containing the tissues were stained
with hematoxylin-eosin and examined with a Zeiss microscope
(Hallbergmoos, Germany) to detect the presence of amastigote
forms (Pascoe and Gatehouse, 1986).

Immunohistochemistry

Since the detection systems can influence the sensitivity of the
technique (Skaland et al., 2010), the IHC was standardized
and validated with two biotin-free polymeric detection
systems: (1) Novolink Polymer Detection System (Leica
Microsystems, Newcastle, United Kingdom), a polymeric
HRP-linker antibody conjugate system containing 3.3'-
diaminobenzidine (DAB) solution as substrate chromogen,
which labels the detected antigen with a brown color—IHC
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using this detection system is hereon referred to as IHC-
HRP and (2) Bond Polymer Refine Red Detection (Leica
Microsystems, Newcastle, United Kingdom), a polymeric
AP-linker antibody conjugate system containing Fast Red
solution as substrate chromogen, which labels the antigen-
detected in red color—IHC using this detection system is hereon
referred to as IHC-AP.

For all THC, 4-pm-thick sections of the paraffin blocks
containing the tissues were mounted on ImmunoSlides
(EasyPath, Sao Paulo, SP - Brazil) and incubated overnight
at 56°C. Initially, the THC reactions (IHC-HRP and IHC-
AP) were standardized using fragments of skin lesions from
hamsters infected with L. amazonensis, L. braziliensis, and
L. guyanensis and from three CL patients previously confirmed
by direct parasitological examination, Leishmania culture, and
histopathology. Relevant parameters of the reactions, such as
antigen retrieval, endogenous peroxidase blocking, antibody
dilution, and incubation with the substrate chromogen, were
evaluated to obtain a strong staining signal, with minimal or
no background staining, using the higher antibody dilution in
shorter reaction time (Lin and Chen, 2014). Details about the
standardization are presented in Supplementary Table 1. The
final protocols for IHC with each polymeric detection system are
described below.

Immunohistochemistry-Horseradish Peroxidase

Microscope slides were dewaxed and hydrated with two xylene
washes (10 min at room temperature), three 100% ethanol
washes, and two distilled water washes (5 min for each step).
The reaction proceeded with the following steps: (1) antigenic
recovery with 10 mmol/L citrate buffer solution, pH 6.0, at a
temperature of approximately 90°C for 30 min using a steamer,
(2) inhibition of the endogenous peroxidase with peroxidase
block for 20 min, (3) blocking of non-specific sites with protein
block for 40 min, (4) incubation with anti-mTXNPx mAb
(1:300 dilution) for 60 min, (5) post-primary antibody block for
30 min, (6) Novolink Polymer incubation for 30 min, (7) reaction
revelation with DAB Chromogen (1:100 dilution in Novolink
DAB substrate buffer) for 30 s, and (8) counterstaining with
hematoxylin for 3 min.

Immunohistochemistry-Alkaline Phosphatase
Dewaxing, hydrating, and antigenic recovery were performed
using 1:100 dilution of Trilogy® (Cell Marque, Rocklin, CA,
United States) ata temperature of approximately 90°C for 30 min
using a steamer. The reaction proceeded with the following steps:
(1) blocking of non-specific sites with 5% powdered and skimmed
milk (Molico®, Nestle) in PBS for 30 min, (2) incubation with
anti-mTXNPx mAb (1:500 dilution) for 60 min, (3) post-primary
AP antibody block for 30 min, (4) polymer AP incubation
for 30 min, (5) reaction revelation with a solution containing
Red Part A (1:10), Red Part B (1:50), and Red Part C (1:50),
diluted in Red Part D for 3 min, and (6) counterstaining with
hematoxylin for 3 min.

All steps of IHC-HRP and IHC-AP were performed at room
temperature after the antigenic recovery, and Tris-buffer (Tris
base 5 mmol/L; NaCl 140 mmol/L; pH 7.6) was used as washing

solution between each step. The slides were cover-slipped with
Entellan® (Merck) and examined with a Zeiss microscope
(Hallbergmoos, Germany) to detect the presence of amastigote
forms (Pascoe and Gatehouse, 1986).

Quantitative Real- Time Polymerase

Chain Reaction

Whole DNA was extracted from skin biopsies of patient and
from L. braziliensis promastigote culture using Wizard® SV
Genomic DNA Purification System according to the instructions
of the manufacturer Promega, (Madison, WI, United Estates).
A 120-bp fragment from a variable kDNA region of the
Leishmania genus was amplified using the primers 150 (sense)
5" (C/IG)(C/G)(G/C) CC(C/A) CTA T(T/A)T TAC ACC AAC
CCC 3 and 152 (antisense) 5 GGG GAG GGG CGT TCT GCG
AA 3 (Degrave et al., 1994; Passos et al., 1996). Amplifications
were performed in triplicate containing 12.5 j.l Universal SYBR
Green PCR master mix (Applied Biosystems, Foster City, CA,
United States), 1 mmol/L of each primer (Integrated DNA
Technologies, Coralville, IA, United States), and 10 ng of
DNA template for a final volume of 25 pl. Real-time PCR
was performed with the Step One Real-Time PCR System
(Applied Biosystems, Foster City, CA, United States), using
optical grade 96-well plates. After an initial denaturation step
of 10 min at 95°C, 30 cycles of 15 s at 95°C, 1 min at 60°C,
and 30 s at 72°C, the melt curve was determined (Chagas
et al, 2021). PCR mix without DNA and DNA extraction
kit components were used in all qPCR assays as negative
controls. Standard curves were obtained using serial dilutions
(1:10 dilution factor) of L. braziliensis (MHOM/BR/75/M2903),
starting from the concentration equivalent to 1 ng until
a concentration equivalent to 1 x 1076 ng. The parasite
burdens of skin biopsies were calculated considering 83.15 fg
of Leishmania DNA equivalent to one parasite due to the size
of the L. braziliensis haploid genome, following the calculation
(parasite DNA equivalents per reaction/amount of tissue DNA
per reaction) x 10°, expressed as Leishmania parasites per
microgram of tissue DNA (Jara et al.,, 2013; Sudrez et al.,, 2015;
Sevilha-Santos et al., 2019).

Data Analysis
Sensitivity, specificity, and diagnostic accuracy were calculated
using a two-by-two contingency table with an exact 95% binomial
confidence interval (CI) using Open-Epi Software (Dean et al.,
2015). These parameters were compared using the chi-square
(x?) test at the confidence level of 0.05, with MedCalc for
Windows, version 15.0 (MedCalc Software, Ostend, Belgium).
Binary logistic regression analysis was performed to evaluate
the influence model of the following predictors (variables) in the
positivity of the tests: gender and age of the patients as well as the
site, number, and onset time of skin lesions and parasite burden.
Significant predictors were selected by the forward stepwise
method, considering P-value < 0.25, from an initial modeling
considering all these variables, and odds ratios (OR) with 95%
confidence intervals were calculated. All analyses were performed
in Minitab 17 (State College, PA, United States).
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Forty-nine samples from CL patients with clinically compatible !

lesion and positive qPCR were included (Supplementary 52kDa . 52kDa

Table 2). The mean age was 44.8 years (SD =+ 20.6), 75.5% 38kDa 38kDa -
(37/49) of the patients were male, and the mean number of 31kDa s 35;%2 4t

lesions per patient was 2 (SD =+ 2.18). The most predominant i . - .

lesion sites were the lower extremities (61.9%), followed by the 17kDa

upper extremities (23.8%) and the face (9.5%). The average lesion 17k0a .

onset time was 4 months (SD =+ 3.04), in which patients who
presented <2 months were considered with recent infection
(n = 16) and patients who presented >2 months were defined
with longer evolution (n = 33), according to the cytokine profile
during the early phase of the disease (Ribeiro-de-Jesus etal., 1998;
Baratta-Masini et al., 2007).

Expression and Purification of mTXNPx

The fragment of 226aa corresponding to L. infantum-mIXNPx
was used to obtain the DNA sequence by reverse translation,
which was optimized for expression in prokaryotic systems
(Supplementary Figure 2). The transformation of E. coli with
the synthetic gene of approximately 678 bp was confirmed
by enzymatic cleavage. Protein expression was confirmed
through the difference between the bacterial lysate before
and after IPTG induction in 15% SDS-PAGE, and mTXNPx
purification was confirmed by reactivity with 6x-His-tag antibody
(Supplementary Figure 3).

Production of Monoclonal Antibody

A significant production of anti-mTXNPx antibodies was
observed in mice before the third immunization, and the
absorbance remained greater than 1.0 after five immunizations.
About 400 HAT-resistant hybridoma clones were recovered
after cell fusion between BALB/c mice splenocytes and Sp2/0-
IL6 myeloma cells. Of this total, 21 produced a high-binding
mTXNPx antibody. The anti-mTXNPx mAb was purified and
confirmed by 15% SDS-PAGE (Supplementary Figure 4). The
specificity of the anti-mTXNPx mADb to recognize mT'’XNPx was
analyzed (Figure 1A) as well as the presence of this native antigen
in SLaA, SLbA, and SLgA (Figure 1B).

Pilot Experimental Study

The presence of L. amazonensis, L. braziliensis, and L. guyanensis
amastigotes from skin lesion fragments of experimentally
infected hamsters was confirmed by IHC using anti-
mTXNPx mAb with both detection systems (Figures 2, 3).
A histopathological examination of these fragments also
confirmed the presence of amastigote forms.

Performance of the Diagnostic Tests

The sensitivity, specificity, and accuracy of the diagnostic tests are
shown in Table 1. The THC-AP was the only test with sensitivity
over 80%, while a significantly lower sensitivity was observed for
HE (p =0.02) and culture (p = 0.001). No difference was observed
between HE and THC (for both detection systems) for specificity.

12kDa .

12kDa

FIGURE 1 | Western blotting presenting the recognition of recombinant
mTXNPx (A) and native mTXNPx (B) present in the soluble antigen from L.
amazonensis (1), L. braziliensis (2), and L. guyanensis (3) by anti-mTXNPx
monoclonal antibody. Molecular weight (MW) markers: Amersham ECL

Rainbow Markers (GE Healthcare, Chicago, IL, United States).

Overall, the THC techniques exhibited the highest accuracies, but
only IHC-AP had significantly superior results compared to HE
(p =0.02). There was no significant difference between IHC-HRP
and IHC-AP for any of the evaluated parameters.

Skin lesion onset time (< or >2 months) and parasite
burden (< or > 10 parasites/jg tissue) were the only parameters
correlated with diagnostic test assertiveness (Figure 4A).
Although all tests were affected by the onset time of lesion, this
parameter was not a determinant of assertiveness (Figure 4B).
In contrast, high parasite burden (>10 parasites/pg of tissue)
was significantly associated with positivity rate only for direct
examination (OR = 11.18; 95%CI = 2.00-62.51) and culture
(OR =4.46; 95%CI = 1.24-16.05). However, parasite burden was
not observed to affect the assertiveness of the diagnosis for HE
and IHC, suggesting that these tests were not affected by this
parameter. Significant differences between parasite burden and
the results of direct examination and culture are also shown in
Figure 4C.

The great improvement of IHC techniques over traditional
hematoxylin-eosin staining of sections is due to the ease by which
amastigote forms can be visualized in the histological sections,
especially for patients with low parasite burdens (Figures 5, 6).
This was true regardless of the detection system (HRP or AP),
although the chromatic contrast between labeled amastigotes and
tissue is greater for IHC-AP. The absence of stained amastigotes
in histological sections for non-CL patients can be checked in
Figure 7.

Since diagnostic tests are frequently used in combination
to enhance the confirmation of CL cases, the positivity rates
for combining tests were calculated (Table 2). The use of
IHC techniques in association with another diagnostic test
increased the positivity rates regardless of the combination,
clearly improving the assertiveness of CL diagnosis. An increase
in positivity rate when using direct examination was observed
only when it was combined with THC-AP (95.9%; p = 0.0079). The
combination between HE and IHC-HRP and between HE and
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FIGURE 2 | Histological sections of skin lesions from golden hamsters
experimentally infected with L. amazonensis (A), L. brazilensis (B), and

L. guyanensis (C) showing the labeling of amastigote forms by IHC-HRP using
anti-mTXNPx mAb (IHC-HRP, 280x). Detail showing amastigote within
parasitophorous vacuoles (700x).

THC-AP resulted in 85.7% (42/49) and 93.9% (46/49) positivity,
respectively (p < 0.02). Although the inclusion of other tests
in parallel, such as culture and/or direct examination, increased
the number of CL patients correctly diagnosed, no statistical
difference was observed in relation to the results for HE and
THC-HRP or HE and IHC-AP (p > 0.05).

DISCUSSION

Cutaneous leishmaniasis remains a relevant public health
problem, leading to psychosocial problems, stigmatization,
exclusion, and distress (WHO, 2020). One of the many challenges

that have been addressed to reduce the impact of this disease
is early and accurate diagnosis, which is often impaired due to
the broad range of clinical manifestations, the absence of a gold-
standard test, and the scarce economic resources. Indeed further
studies on CL diagnosis are essential to reach adequate laboratory
testing for at least 80% of the cases, according to the World
Health Organization action plan (PAHO, 2017). The present
study developed and validated IHC using anti-mTXNPx mAb
and two biotin-free polymeric detection systems for CL diagnosis.
The results suggest that this technique may significantly improve
the sensitivity of CL diagnosis even in patients presenting low
parasite burden. Furthermore, IHC with anti-mTXNPx mAb was

FIGURE 3 | Histological sections of skin lesions from golden hamsters
experimentally infected with L. amazonensis (A), L. braziliensis (B), and

L. guyanensis (C) showing the labeling of amastigote forms by IHC-AP using
anti-mTXNPx mAb (IHC-AP, 280x). Detail showing amastigote within
parasitophorous vacuoles (700x).
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TABLE 1 | Sensitivity, specfficity, and diagnostic accuracy of direct examination, culture, histopathology (HE), and immunohistochemistry (IHC) using two

detection systems.

Tests

Sensitivity (%)
[95% CI]
(n=49)

Specificity (%)
[95% CI]
(n=37)

Accuracy (%)
[95% CI]
(n = 86)

Direct examination®
Culture?

HE

IHC-HRP

IHC-AP

77.6 [64.1-87.0] (38/49)
49.0 [35.6-62.5] (24/49)
65.3 [51.3-77.1] (32/49)
79.6 [66.4-88.5] (39/49)
85.7 [73.3-92.9] (42/49)

94.6 (82.3-98.5) (35/37)
94.6 [82.3-98.5) (35/37)
97.3 [86.2-99.6) (36/37)

77.9(68.1-85.4]
86.1(77.2-91.8]
90.7 [82.7-95.2)

2Direct examination and culture were not performed for the non-CL group; therefore, the specificity and accuracy of those were not calculated.

A
Characteristics Tests Oldg;;t‘l]o P
Direct examination 0.48 (0.08 -3.08) 0.428
0"*"‘;* of skin Culture 0.57 (0.15 -2.12) 0.396
ion
(s2 months or >2 HE 1.73 (0.45 -6.59) 0.423
hs) HC-HRP 3.33 (0.72 - 15.30) 0.119
IHC-AP 2.64 (0.46 - 15.29) 0.282
Parasite burden Direct examination 11.18 (2.00-62.51) 0.002
a (qRT-PCR) Culture 4.46 (1.24 - 16.05) 0.017
< :
Ll HE 3.45 (0.97 -12.32) 0.052
tissue or
>10parasite/yg HC-HRP 3.78 (0.83 -17.13) 0.077
tissue) IHC-AP 194 (0.34 -11.23) 0.459
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FIGURE 4 | Relationship between test positivity and skin lesion onset time and parasite burden. Multivariate analyses: (A) graphic demonstration of skin lesion onset
time (B) and parasite burden (C) according to the results of the diagnostic tests (**P < 0.001).

found to be able to detect the main Leishmania species causing CL
in Brazil, and so it can be used in routine diagnostic procedures.

Leishmania mTXNPx is a member of an antioxidant protein
family and has been considered a promising target (McGonigle
et al, 1998), especially due to the highly conserved degree
and expression level of the protein (Harder et al., 2006; Jirata
et al,, 2006) with confirmed immunogenic (Webb et al., 1998;
Campos-Neto et al., 2001; Coler et al., 2002) and antigenic
properties (Santarém et al., 2005; Menezes-Souza et al., 2014).
This protein plays a pivotal role in neutralizing reactive oxygen

species produced by macrophages as a defense mechanism
to eliminate Leishmania amastigote forms (Barr and Gedamu,
2003). Although mTXNPx is present in all stages of the
development of the parasite, its expression is increased in the
amastigote forms of several Leishmania species (Castro et al.,
2002; Harder et al., 2006; Cuervo et al., 2009; Coelho et al., 2012).
Therefore, nTXNPx has been used in immunodiagnostic studies
and as vaccine candidate for leishmaniasis (Webb et al., 1998;
Campos-Neto et al., 2001; Santarém et al., 2005; Menezes-Souza
et al., 2014; Tabatabaie et al., 2014).
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FIGURE 5 | Histological sections of skin lesions from patients with high
parasite burden, stained by hematoxylin—eosin (A), IHC-HRP (B), and IHC-AP
(C) (280x). Detail showing amastigote within parasitophorous vacuoles

(700 x).

Previous studies have shown controversial results of using
recombinant mTXNPx for CL diagnosis. In Brazil, high
sensitivity (98.5%) has been reported when mTXNPx was used
in ELISA (Menezes-Souza et al., 2014). On the other hand,
in Suriname, the immunochromatographic assay CL Detect™
Rapid Test (InBios International Inc., Seattle, WA, United States),
based on the L. major mTXNPx detection, presented low
sensitivity (<37%), below that reported in Asia and Africa (De
Silva et al, 2017; Vink et al., 2018; Schallig et al., 2019). In
this specific context, the low sensitivity was associated with
a lower expression of mTXNPx antigen or even due to a
variant of this antigen in L. guyanensis, the main species
associated with CL in Suriname (Schallig et al., 2019). Here,
considering the endemic region, the CL patients evaluated were

probably infected with L. braziliensis; however, the expression
of mTXNPx in promastigote and amastigote forms of other
prevalent species in Brazil, such as L. amazonensis, L. braziliensis,
and L. guyanensis, was also demonstrated by Western blotting
and THC, respectively. The results suggest that IHC may also
be used as a diagnostic test in all CL endemic regions in
Brazil or wherever these species occur. It is noteworthy that the
mTXNPx sequence used in the present study was obtained from
L. infantum, and it is possible that the anti-mTXNPx mADb also
recognizes amastigotes in patients infected with this parasite or
even of other species whose protein sequences are similar, such as
Leishmania donovani. Although uncommon, these species could
also be associated with CL cases (Siriwardana et al, 2013; Lyra
et al, 2015).

Several authors have considered IHC as one of the most
relevant techniques in CL diagnosis (Salotraetal, 2003;

FIGURE 6 | Histological sections of skin lesions from patients with low
parasite burden, stained by hematoxylin—eosin (A), IHC-HRP (B), and IHC-AP
(C) (280x). Detail showing amastigote within parasitophorous vacuoles
(700x).
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FIGURE 7 | Histological sections of skin lesions from non-cutaneous
leishmaniasis patients, stained by hematoxylin—eosin (A), IHC-HRP (B), and
IHC-AP (C).

Shirian et al., 2014). However, despite advances, most of
the studies to date generally used anti-Leishmania serum
obtained from immunizing animals with SLA and adopted a
detection system using avidin-biotin complex (ABC) or labeled
streptavidin-biotin (LSAB) (Salinas et al, 1989; Schubach
et al, 2001; Amato et al., 2009; Quintella et al., 2009; Marques
et al, 2017; Gonzalez et al, 2019). Notably, polyclonal sera
contain different anti-Leishmania antibodies, and therefore
cross-reactions are commonly reported, reducing the specificity
of the reaction, especially in endemic regions. Furthermore,
background color is frequently observed due to the presence of
endogenous biotin when ABC or LSAB is used (Mighell et al.,
2008; Ramos-Vara et al, 2008). For this reason, we propose
the use of anti-mTXNPx mAb and polymer detection systems
since polymer-based technology is often easier to carry out and
presents higher sensitivity and less background staining color
compared to biotin detection systems (Ramos-Vara, 2005). We

also propose to evaluate distinct polymer detection systems:
horseradish peroxidase enzyme, the most widely used, and
alkaline phosphatase enzyme, recommended for the diagnosis of
infectious diseases (Liang et al., 2007; Ramos-Vara et al., 2008).
Although these enzymes presented satisfactory results for CL
diagnosis (Table 1) without a significant difference, IHC-AP was
found to present better chromatic contrast and, thus, enhance
the visualization of amastigote forms. Moreover, it was shown
that, in some cases, brown pigments (hemosiderin) within
macrophages may cause confusion and confound assertiveness
in ITHC-HRP as previously reported (Ramos-Vara, 2005).

Quantitative real-time polymerase chain reaction was used as a
reference standard test due to its higher sensitivity, and the IHCs
presented 79.6% (IHC-HRP) and 85.7% (IHC-AP) sensitivity.
However, other studies have reported varying sensitivity, from
58.5 to 80%, for CL diagnosis, considering parasitological tests as
a reference standard test and IHC with polyclonal sera and biotin
systems (Salinas et al,, 1989; Schubach et al., 2001; Amato et al.,
2009; Quintella et al., 2009; Marques et al., 2017; Gonzalez et al.,
2019). Using histopathological or in vitro culture as reference
tests, Kenner et al. (1999) reported a sensitivity of 51% for IHC
using mAb anti-Leishmania gerbilli (G2D10) and ABC system
(Kenner et al., 1999). Sensitivity over 90% was reported for
THC using mAb against the specific protein of L. major and
Leishmania tropica in Iran, considering clinical diagnosis as the
reference test (Shirian et al., 2014). Regarding the specificity,
we evaluated the anti-mTXNPx mAb in samples from patients
presenting clinical signs similar to CL, which may represent a
confounding factor in the clinical practice. Cross-reactions with
other pathogens phylogenetically close to Leishmania, causing
diseases such as Chagas’ disease, was not evaluated here and
may be performed in further studies. Overall, these results
suggest that IHC may be a sensitive and effective test for CL
diagnosis, especially using specific mAb and signal amplification
polymeric systems as proposed here. However, it should be noted
that the reference standard test is a crucial parameter in the
accuracy of studies as it directly influences the performance
of the index test.

The inverse correlation between skin lesion onset time and the
sensitivity of parasitological techniques for CL diagnosis has been
widely described, and reduction in sensitivity is mainly observed
after 6 months of onset time (Weigle et al, 1987; Gutierrez
et al, 1991; Ramirez et al,, 2000). Multivariate regression analysis
showed that the four tests evaluated here were influenced by
this parameter; however, this predictor variable was not strictly
determinant for the sensitivity of these tests (de Mello et al,
2011). On the other hand, parasite burden, measured by qPCR,
was determinant for the positivity of direct examination and
in vitro culture, highlighting a clear dependence of these tests
on parasite burden. Since this parameter was not correlated with
the assertiveness of HE and IHCs, their use may be strongly
recommended regardless of parasite burden in CL patients.

Here we verify a clear improvement in CL case
confirmation when HE was used in combination with IHC
as previously reported (Quintella et al, 2009; Gonzalez
et al, 2019). Indeed the use of IHC in laboratories
with adequate equipment and infrastructure for routine
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TABLE 2 | Positivity rates obtained by combining diagnostic test results.

Combined tests % positivity rates (n = 49) P
Two tests Direct examination Culture 83.7 41) 0.4470
77.6%
HE 87.8(43) 0.1842
IHC-HRP 91.8 (45) 0.0521
IHC-AP 95.9 (47) 0.0079"
Culture HE 85.7 (42) 0.0001*
49%
IHC-HRP 91.8(45) <0.0001*
IHC-AP 87.8(43) <0.0001*
HE IHC-HRP 85.7 (42) 0.0195*
65.3%
IHC-AP 93.9 (46) 0.0005*
Three tests Direct examination + culture HE 93.9 (46) 0.1112
83.7%
IHC-HRP 98.0 (48) 0.0146*
IHC-AP 98.0 (48) 0.0146*
Direct examination + HE IHC-HRP 91.8 (45) 0.5151
87.8%
IHC-AP 95.9 (47) 0.1449
Culture + HE IHC-HRP 95.9 (47) 0.0822
85.7%
IHC-AP 95.9 (47) 0.0822
Four tests Direct IHC-HRP 98.0 (48) 0.3057
examination + culture + HE
93.9%
IHC-AP 98.0 (48) 0.3057
p < 0.05.

histopathological diagnosis can make parasite identification
more feasible. Regarding the histopathological patterns,
only 8 (16.32%) samples from CL patients presented a
well-organized granulomatous reaction in HE. This low
number was not enough for any statistical inferences
between the IHC positivity and the organization of the
inflammatory response. We also verified in this study
that THC-AP significantly increased the positivity rate of
direct examination (from 77.6 to 95.9%); thus, if pathology
service is available, the use of direct examination and IHC
can provide greater autonomy to the diagnosis procedure
(Gonzalez et al., 2019).

In this study, we developed, applied, and evaluated the
performance of anti-mTXNPx mAb in IHC for CL diagnosis.
High sensitivity and specificity were observed for IHC using
HRP and AP polymer detection systems; however, from the
perspective of our expertise, we suggest the implementation
of THC-AP as a CL diagnosis tool, especially due to the
chromatic contrast for amastigote visualization. Although a
significantly substantial performance was presented here, several
aspects of THC using mAb should be considered, such as
national production and accessibility. In locations with pathology
service, the use of IHC could provide greater autonomy
to CL diagnosis.

Thus, we encourage further studies on this topic, especially in
endemic areas where other species of Leishmania are prevalent,

like L. guyanensis and L. amazonensis. Furthermore, multicenter
studies of IHC-HRP and ITHC-AP as well as of their performance
with mucosal leishmaniasis are recommended. Further analysis
considering aspects such as cost-effectiveness is also required as
a crucial step to incorporate this technique in health services.
Lastly, we believe that this study represents a crucial step toward
the broader evaluation required to achieve greater autonomy in
CL diagnosis outside of reference centers and decentralizing its
diagnosis especially in Brazil.
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Supplementary Figure 2 | Sequences of mTXNPx: (A) amino acid sequence of
L. infantum mTXNPx (PDB ID: 6EOF) containing 226aa. (B) Synthetic gene
construction containing the DNA sequence (678 bp), restriction enzyme sites
BamHI and Hindlll at the 5" and 3’ ends, respectively, and the stop codon.

Supplementary Figure 3 | Production of recombinant mTXNPx. (A)
Polyacrylamide gel with DNA fragment of synthetic gene stained with silver, (B)
15% SDS-PAGE with lysate of culture before (1) and after (2) induction with IPTG
and purified recombinant mTXNPx (3). (C) Western blotting using monoclonal
Bx-His-tag antibody against recombinant mTXNPx. Molecular marker: 100 bp
DNA Ladder (Promega, United States); molecular weight markers: Amersham ECL
Rainbow Markers (GE Healthcare, Chicago, IL, United States).

Supplementary Figure 4 | Production of anti-mTXNPx monoclonal antibody. (A)
Kinetics of antibody production (pools of sera) measured by ELISA before each
immunization from mice immunized with recombinant mTXNPx or saline plus
Freund’s adjuvant. (B) 15% SDS-PAGE showing purified monoclonal anti-mTXNPx
antibody under denaturing conditions (fragments of ~50 and ~25 kDa
corresponding to heavy and light chains, respectively).
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Supplementary Figure 1

A) XP_001562236.1 peroxidoxin [Leishmania braziliensis MHOM/BR/75/M2904]
Sequence ID: Query_28064 Length: 226 Number of Matches: 1

Range 1: 1 to 226 Graphics

Score Expect Method Identities Positives Gaps
418 bits(1075) 4e-155 Compositional matrix adjust. 196/226(87%) 210/226(92%) 0/226(0%)

Query 1 MLRRLPTSCFLKRSQFRGFAATSPLLNLDYQMYRTATVREAAPQFSGQAVVNGAIKDINM 60
MLRRL T CF + Q RGFAATSP+LN+DYQOMYRTATVR+ APQFSG+AVV+GAIK+IN
Sbjct 1 MLRRLATKCFQRNVQCRGFAATSPVLNMDYQOMYRTATVRDPAPQFSGKAVVDGAIKEINS 60

Query 61 NDYKGKYIVLFFYPMDFTFVCPTEIIAFSDRHADFEKLNTQVVAVSCDSVYSHLAWVNTP 120
NDYKGKYIVLFFYPMDFTFVCPTEIIAFSDR+ +FEKLNTQV+AVSCDS YSHLAWVNTP
Sbjct 61 NDYKGKYIVLFFYPMDFTFVCPTEIIAFSDRYLEFEKLNTQVIAVSCDSEYSHLAWVNTP 120

Query 121 RKKGGLGEMHIPVLADKSMEIARDYGVLIEESGIALRGLFIIDKKGILRHSTINDLPVGR 180
RKKGGLGEM IPVLADKSMEIARDYGVLIE +GIALRGLF+IDKKG LRHSTINDLPVGR
Sbjet 121 RKKGGLGEMKIPVLADKSMEIARDYGVLIESAGIALRGLFVIDKKGTLRHSTINDLPVGR 180

Query 181 NVDEALRVLEAFQYADENGDAIPCGWKPGQPTLDTTKAGEFFEKNM 226
NVDE LRV+EAFQYADENGDAIPCGW PG+PTLDT KAGEFFEKNM
Sbjct 181 NVDEVLRVVEAFQYADENGDAIPCGWTPGKPTLDTKKAGEFFEKNM 226

B) AAX47429.1 mitochondrial tryparedoxin peroxidase [Leishmania amazonensis]
Sequence ID: Query_28065 Length: 226 Number of Matches: 1

Range 1: 1 to 226 Graphics

Score Expect Method Identities Positives Gaps
469 bits(1208) 2e-175 Compositional matrix adjust. 223/226(99%) 225/226(99%) 0/226(0%)

Query 1 MLRRLPTSCFLKRSQFRGFAATSPLLNLDYQMYRTATVREAAPQFSGQAVVNGAIKDINM 60
MLRRL TSCFLKR+QFRGFAATSPLLNLDYQMYRTATVREAAPQFSG+AVVNGAIKDINM
Sbjct 1 MLRRLSTSCFLKRAQFRGFAATSPLLNLDYQMYRTATVREAAPQFSGKAVVNGAIKDINM 60

Query 61 NDYKGKYIVLFFYPMDFTFVCPTEIIAFSDRHADFEKLNTQVVAVSCDSVYSHLAWVNTP 120
NDYKGKYIVLFFYPMDFTFVCPTEIIAFSDRHADFERKLNTQVVAVSCDSVYSHLAWVNTP
Sbjct 61 NDYKGKYIVLFFYPMDFTFVCPTEIIAFSDRHADFEKLNTQVVAVSCDSVYSHLAWVNTP 120

Query 121 RKKGGLGEMHIPVLADKSMEIARDYGVLIEESGIALRGLFIIDKKGILRHSTINDLPVGR 180
RKKGGLGEMHIPVLADKSMEIARDYGVLIEESGIALRGLFIIDKKGILRHSTINDLPVGR
Sbjct 121 RKKGGLGEMHIPVLADKSMEIARDYGVLIEESGIALRGLFIIDKKGILRHSTINDLPVGR 180

Query 181 NVDEALRVLEAFQYADENGDAIPCGWKPGQPTLDTTKAGEFFEKNM 226
NVDEALRVLEAFQYADENGDAIPCGWKPGQPTLDTTKAGEFFEKNM
Sbjct 181 NVDEALRVLEAFQYADENGDAIPCGWKPGQPTLDTTKAGEFFEKNM 226

C) CCM15703.1 Putative peroxidoxin [Leishmania guyanensis]
Sequence ID: Query_28066 Length: 226 Number of Matches: 1

Range 1: 1 to 226 Graphics

Score Expect Method Identities Positives Gaps
416 bits(1070) 2e-154 Compositional matrix adjust. 195/226(86%) 209/226(92%) 0/226(0%)

Query 1 MLRRLPTSCFLKRSQFRGFAATSPLLNLDYQMYRTATVREAAPQFSGQAVVNGAIKDINM 60
MLRRL T CF + Q RGFAATSP+LN+DYQMYRTATVR+ APQFSG+AVV GAIK+IN
Sbjct 1 MLRRLATKCFQRNVQCRGFAATSPVLNMDYQMYRTATVRDPAPQFSGKAVVGGAIKEINS 60

Query 61 NDYKGKYIVLFFYPMDFTFVCPTEIIAFSDRHADFEKLNTQVVAVSCDSVYSHLAWVNTP 120
NDYKGKYIVLFFYPMDFTFVCPTEIIAFSDR+ +FEKLNTQV+AVSCDS YSHLAWVNTP
Sbject 61 NDYKGKYIVLFFYPMDFTFVCPTEIIAFSDRYLEFEKLNTQVIAVSCDSEYSHLAWVNTP 120

Query 121 RKKGGLGEMHIPVLADKSMEIARDYGVLIEESGIALRGLFIIDKKGILRHSTINDLPVGR 180
RKKGGLGEM IPVLADKSMEIARDYGVLIE +GIALRGLF+IDK GILRHSTINDLPVGR
Sbjct 121 RKKGGLGEMKIPVLADKSMEIARDYGVLIESAGIALRGLFVIDKSGILRHSTINDLPVGR 180

Query 181 NVDEALRVLEAFQYADENGDAIPCGWKPGQPTLDTTKAGEFFEKNM 226
NVDE LRV+EAFQYAD+NGDAIPCGW PG+PTLDT KAGEFFEKNM
Sbjct 181 NVDEVLRVVEAFQYADQNGDAIPCGWTPGKPTLDTKKAGEFFEKNM 226

D) XP_001683326.1 peroxidoxin [Leishmania major strain Friedlin]
Sequence ID: Query_28067 Length: 226 Number of Matches: 1

Range 1: 1 to 226 Graphics

Score Expect Method Identities Positives Gaps
466 bits(1198) 6e-174 Compositional matrix adjust. 222/226(98%) 223/226(98%) 0/226(0%)

Query 1 MLRRLPTSCFLKRSQFRGFAATSPLLNLDYQOMYRTATVREAAPQFSGQAVVNGAIKDINM 60
MLRRL TS FLKR+QFRGFAATSPLLNLDYQMYRTATVREAAPQFSGQAVVNGAIKDINM
Sbjct 1 MLRRLSTSSFLKRAQFRGFAATSPLLNLDYQMYRTATVREAAPQFSGQAVVNGAIKDINM 60

Query 61 NDYKGKYIVLFFYPMDFTFVCPTEIIAFSDRHADFEKLNTQVVAVSCDSVYSHLAWVNTP 120
NDYKGKYIVLFFYPMDFTFVCPTEIIAFSDRHADFEKLNTQVVAVSCDSVYSHLAWVNTP
Sbjct 61 NDYKGKYIVLFFYPMDFTFVCPTEIIAFSDRHADFEKLNTQVVAVSCDSVYSHLAWVNTP 120

Query 121 RKKGGLGEMHIPVLADKSMEIARDYGVLIEESGIALRGLFIIDKKGILRHSTINDLPVGR 180
RKKGGLGEMHIPVLADKSMEIARDYGVLIEESGIALRGLFIIDKKGILRHSTINDLPVGR
Sbjct 121 RKKGGLGEMHIPVLADKSMEIARDYGVLIEESGIALRGLFIIDKKGILRHSTINDLPVGR 180

Query 181 NVDEALRVLEAFQYADENGDAIPCGWKPGQPTLDTTKAGEFFEKNM 226
NVDEALRVLEAFQYADENGDAIPCGWKPGQPTLDTTKA EFFEKNM
Sbjct 181 NVDEALRVLEAFQYADENGDAIPCGWKPGQPTLDTTKAAEFFEKNM 226

150
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Supplementary Figure 2

a. Amino acid sequence of Leishmaniainfantum mTXNPx (PDB ID: 6EOF), containing 226 aa

1 MLRRLPTSCF LKRSQFRGFA ATSPLLNLDY QMYRTATVRE AAPQFSGQAV VNGAIKDINM
61 NDYKGKYIVL FFYPMDFTFV CPTEIIAFSD RHADFEKLNT QVVAVSCDSV YSHLAWVNTP
121 RKKGGLGEMH IPVLADKSME IARDYGVLIE ESGIALRGLF IIDKKGILRH STINDLPVGR

181 NVDEALRVLE AFQYADENGD AIPCGWKPGQ PTLDTTKAGE FFEKNM

b. Synthetic gene construction containing the DNA sequence (678bp), restriction enzyme sites
BamHI| and Hindlll at the 5" and 3’ ends, respectively, and the stop codon.

1 GGATCCATGCTGCGTCGTTTGCCGACCAGCTGCTTCCTGAAGCGTAGCCAATTCCGTG
59 GTTTTGCTGCGACCAGCCCGCTGTTGAACTTGGATTACCAGATGTATCGTACCGCTAC
117 CGTTCGTGAAGCTGCGCCGCAATTCAGCGGTCAGGCTGTTGTTAATGGTGCGATTAAA
175 GATATCAACATGAACGACTACAAGGGTAAATACATCGTTCTGTTCTTTTACCCGATGG
233 ATTTCACCTTTGTTTGCCCGACCGAAATTATCGCTTTCAGCGATCGTCACGCGGACTT
291 TGAGAAGCTGAACACCCAAGTTGTTGCTGTTAGCTGTGACAGCGTTTACAGCCACTTG
349 GCGTGGGTTAATACCCCGCGTAAGAAAGGTGGTCTGGGTGAAATGCATATTCCGGTTT
407 TGGCTGATAAAAGCATGGAGATCGCGCGTGACTATGGTGTTCTGATTGAAGAGAGCGG
465 TATCGCTCTGCGTGGTTTGTTCATTATCGATAAGAAAGGTATTCTGCGTCATAGCACC
523 ATCAACGATTTGCCGGTTGGTCGTAATGTTGACGAAGCTCTGCGTGTTTTGGAGGCTT
581 TTCAATATGCGGATGAGAACGGTGACGCGATCCCGTGTGGTTGGAAGCCGGGTCAGCC
639 GACCTTGGACACCACCAAGGCGGGTGAATTCTTTGAGAAAAATATGtAAGCTT

Supplementary Figure 3
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Supplementary Figure 4

(a) (b)

-+ rPeroxidoxin
= Conirol




Supplementary Table 1. Standardization and details on Immunohistochemistry protocols
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IHC steps 1 Test 2 Test 3 Test 4 Test Final protocol

Fixation 56°C overnight 56°C overnight 56°C overnight 56°C overnight 56°C overnight

Deparaffinization Xylene: 2x 20’ Xylene: 2x 20’ Xylene: 2x 20’ Xylene: 2x 20’ Xylene: 2x 20’
Ethanol: 3x 5" /

Rehydration

Running water 3’

Ethanol: 3x 5’ /
Running water 3’

Ethanol: 3x 5’ /

Ethanol: 3x 5’ /

Ethanol: 3x 5’ / Running

Running water 3’ Running water 3’ water 3’
- . . 10mmol/L Sodium citrate Tris/EDTA pH 9 buffer 10mmol/L Sodium citrate 10mmol/L Sodium citrate 10mmol/L Sodium citrate
o Antigen retrieval L. L. L. L. ‘-
':"::‘ pH 6 (30’ in steamer) (30’ in steamer) pH 6 (30’ in steamer) pH 6 (30’ in steamer) pH 6 (30 in steamer)
% Peroxidase Block 10’ 10’ 20’ / 40 20 20’
= Protein Block 10’ 10’ 40’ / 60’ 40’ 40’
Antibody dilution 1:100; 1:300; 1:500; 1:1000 1:100; 1:300; 1:500; 1:1000 1:300 1:300 1:300
Post Primary 30 30’ 30’ 30’ 30’
Polymer 30 30’ 30’ 30’ 30’
Substrate - chromogen 50” 50” 50” 15"; 30”; 50” 30”
Fixation 56°C overnight 56°C overnight 56°C overnight 56°C overnight 56°C overnight
Deparaffinization Xylene: 2x 20’
. . - Ethanol: 3x 5"/ . - . - . —_—
Rehydration Trilogy solution . , Trilogy solution Trilogy solution Trilogy solution
L. Running water 3 L. .. L.
(20’ in steamer) (20’ in steamer) (20’ in steamer) (20’ in steamer)
Antigen retrieval 10mmol/L Sodium citrate
g pH 6 (30’ in steamer)
'!& Protein block 30 30’ 30’ 30 30’
d Antibody dilution 1:100; 1:300; 1:500; 1:1000 1:100; 1:300; 1:500; 1:1000 1:500 1:500 1:500
= Post Primary 30’ 30’ 30’ 30’ 30’
Polymer 30 30 30 30 30’

Substrate-chromogen
dilution

A(1:5); B(1:25); C(1:25)
dilution in D for 3’

A(1:5); B(1:25); C(1:25)
dilution in D for 3’

A(1:5); B(1:25); C(1:25)
dilutionin Dfor 3’/
A(1:10); B(1:50); C (1:50)
dilution in D for 3’

A(1:10); B(1:50); C (1:50)
dilutionin D for3’/
A(1:20); B(1:100); C (1:100)
dilution in D
for 3’

A(1:10); B(1:50); C (1:50)
dilution in D for 3’

"Novolink Polymer Detection System (Leica Microsystems, Newcastle, UK); 2Bond Polymer Refine Red Detection (Leica Microsystems, Newcastle, UK); 3 Trilogy (Cell Marque,
Rocklin, CA, USA); After antigen retrieval step the reactions were wash three times in Tris solution (5mmol/L Tris; 140mM NaCl; pH 7.6) between each of the steps

described.
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Cod | Age (years) | Gender | Municipality (Minas Gerais, Brazil) How [:Z:;:Et e Type of lesion| Number of lesion | DE| Culture | HE| IHC-HRP | IHC-AP | PCR | Parasity load*
CLO01 3 M Raposos 1 ulcer 1 1 1 1 1 1 1 243,45
CLO02 40 F Agua boa 1 ulcer 1 9 0 0 0 1 1 0,01
CLOOZ 1 M Belo Horizonte 1 ulcer 1 1 1 1 1 1 1 30,13
CL 004 13 M lequitiba 1 ulcer 1 1 1 1 1 1 1 9633,19
CL 005 14 Mt Santa Luzia 2 ulcer 1 1 0 1 0 0 1 3,06
CL 006 52 F Rio Acima 2 ulcer 1 1 1 0 0 1 1 4,54
CLoo7 40 M1 Mariana 2 plate 1 0 1 0 0 0 1 b,&87
CL00& 16 M S5anto Antdnio do Rio Abaixo 2 ulcer 2 1 1 0 1 1 1 4948 81
CL 009 19 M Santana do Riacho 2 ulcer 4 1 0 0 1 1 1 9,33
CLO10 5 F Governador Valadares 2 ulcer 2 1 0 1 1 1 1 85,64
CLO11 70 F Santa Luzia 2 ulcer 3 1 0 1 1 0 1 105,84
CLO12 21 M Belo Horizonte 2 ulcer 2 1 1 0 0 1 1 239,13
CLO13 27 M Juatuba 2 ulcer 2 1 1 1 1 1 1 64,77
CLO14 30 M Rio Acima 2 ulcer 1 1 1 1 1 1 1 2489454
CLO15 31 M Belo Horizonte 2 ulcer 1 1 0 1 1 1 1 192,23
CLO16 6l F Belo Horizonte 2 ulcer 1 0 0 0 1 0 1 0,59
CLO17 32 W Caeté 3 ulcer 1 1 1 0 1 1 1 12675,89
CLO18 [i¥) F Rio Acima 3 ulcer 2 0 ] 1 1 1 1 1,10
CLO19 33 M Santa Luzia 3 ulcer 1 1 0 1 1 1 1 272,67
CLO20 36 M Malacacheta 3 ulcer 2 9 1 0 0 1 1 1,43
CLO21 67 F Belo Horizonte 3 ulcer and 1 1 0 1 1 1 1 206,56
CLO22 38 il Cipotanea 3 ulcer 1 1 0 1 0 0 1 37,16
CLO23 42 M Pedro Leopoldo 3 ulcer 2 1 1 0 1 1 1 5267,59
CLO24 42 M Agua boa 3 ulcer e plate 2 1 0 1 1 1 1 227,55
CLO25 42 M Betim 3 ulcer and 3 1 0 0 0 0 1 0,23
CLO26 43 M Presidente Juscelino 3 ulcer 1 1 1 1 1 1 1 4149843
cLoz2y 45 M Bebedouro 4 ulcer 2 0 0 1 1 1 1 0,04
CLO28 46 M Ladainha 4 ulcer 15 ] 0 0 1 1 1 0,55
CLO29 47 Mt Sabara 4 ulcer 1 1 1 1 1 1 1 294239 53
CLO30 53 F S5abara 4 ulcer 2 1 ] 1 1 1 1 7,60
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CLO31 a7 Mt Belo Horizonte 4 ulcer 3 1 1 1 1 1 1 21841956
CLO32 50 il Graminha 4 ulcer 1 1 0 1 1 1 1 0,79
CLO33 45 F Contagem 4 ulcer 1 1 1 0 1 1 1 45,30
CLO34 50 M Belo Horizonte 4 ulcer 1 1 1 1 0 1 1 55,63
CLO35 50 M1 Sabara 4 ulcer 3 9 0 1 1 1 1 0,32
CL0O36 52 M Contagem 5 ulcer 1 1 1 0 1 1 1 4,05
CLO37 58 M Contagem 5 ulcer 1 0 0 1 1 1 1 75,22
CLO38 62 1l Alto Caicaras 5 ulcer & nodule 2 1 1 1 1 1 1 2245,52
CLO39 63 il ﬁ.gua Boa 5 ulcer (2) 3 1 1 1 1 1 1 4908,57
CL 040 63 Mt Movo Cruzeiro 6 ulcer 1 9 0 1 1 1 1 7.12
CLO41 63 Mt Movo Cruzeiro 6 ulcer 1 1 1 1 1 1 1 8,75
CL0a2 &7 M Tapirai & ulcer 5 1 1 1 1 1 1 15880,47
CL0O4a3 56 F Bardo de cocais 7 plate 1 1 o 1 1 1 1 74,95
CL 044 69 1l Raposos 7 ulcer 3 1 1 1 1 1 1 924,51
CL 045 70 M Ladainha 2 ulcer 2 9 1 0 0 1 1 87,55
CL 046 10 F Belo Horizonte 2 ulcer 1 1 9 1 1 1 1 0,44
CL 047 73 Mt Raposos 10 ulcer 1 1 o 0 1 1 1 2,80
CL 048 78 M 530 Domingos das Dores 11 papule 3 1 o 0 1 1 1 5601,12
CL 049 84 M 530 Gongalo do Rio Preto 18 ulcer 1 1 0 1 1 0 1 45,49

Legend: (DE)Direct examination; (HE)Histopathological examination; (IHC-HRP)immunohistochemistry with enzymes horseradish peroxidase; (IHC-
FA)immunohistochemistry with alkaline phosphatase; (QPCR)Quantitative real-time polymerase chain reaction; *expressed as the number of Leishmania parasites per

HEg of tissue DMNA.
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APENDICE 3

a) Triparedoxina Mitocondrial Peroxidase (mTXNPX)

Também conhecida como Mitochondrial peroxiredoxin, peroxidoxina, peroxiredoxina
ou ainda anti-oxidante tiol especifico (TSA, do inglés Thiol Specific Antioxidant), faz parte de
uma familia de enzimas antioxidantes, presente em grande variedade de organismos vivos,
atuando na reducdo de perdxidos através de um residuo conservado de cisteina. No género
Leishmania j& foi identificada e caracterizada em vérias espécies, sendo altamente conservada
(BARR; GEDAMU, 2001; CASTRO et al., 2002; FLOHE et al., 2002; JIRATA et al., 2006;
LEVICK et al., 1998; WEBB et al., 1998). Esta proteina parece estar envolvida na protecdo
contra espécies reativas de oxigénio e espécies reativas de nitrogénio, que sdo utilizadas por
macrofagos como mecanismo de defesa para eliminar as formas amastigotas (BARR;
GEDAMU, 2003). HARDER et al. (2006) verificaram experimentalmente que em
promastigotas de L. donovani, a mTXNPXx esta restrita a area do cinetoplasto, ja em amastigotas
encontra-se superexpressa e presente em toda a mitocondria.

A aplicabilidade deste antigeno como candidato vacinal, ja foi avaliada em diferentes
estudos (CAMPOS-NETO et al., 2001; TABATABAIE et al., 2014; WEBB et al., 1998).
Através de ELISA com rPeroxidoxina de L. braziliensis, MENEZES-SOUZA et al. (2014),
reportaram elevada sensibilidade para o diagndstico de pacientes com LC (100%) e LM (95%),
com uma sensibilidade total de 98,5%, para o diagndstico de pacientes com LT. Este antigeno
é o0 alvo detectado no teste rapido CL Detect™ (InBios International Inc.) para o diagndstico da
LC. De acordo com o fabricante, este teste pode ser realizado para o diagnostico de lesbes
cutaneas causada por L. tropica, L. major, L. donovani, L. panamensis, L. mexicana e L.
braziliensis, apresentando 100% de sensibilidade e 84,2% de especificidade quando testado em

populacdo de areas endémicas.

b) Proteina homdloga do receptor para cinase C ativada de Leishmania (LACK)

A LACK € um antigeno extremamente conservado no género Leishmania, presente
tanto em formas amastigotas quanto promastigotas do parasito e faz parte da familia de
proteinas com repeticdo de triptofano-acido aspartico (MOUGNEAU et al., 1995). Estudos
experimentais verificaram sua presenca no citoplasma, proximo ao cinetoplasto, sendo também
encontrada no lado externo da superficie do parasito, provavelmente, devido a reassociacdo de
LACK secretada (CUERVO et al., 2009; GOMEZ-ARREAZA et al., 2011; GONZALEZ-
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ASEGUINOLAZA et al., 1999). A LACK foi encontrada no secretoma e no lisado celular de
L. braziliensis e L. donovani (BENTEL et al., 2003; CUERVO et al., 2009).

Este antigeno tem sido muito avaliado como imundgeno em vacinas, devido a seu papel
na imunopatogénese da infeccdo experimental por Leishmania. De acordo com KELLY,
STETSON & LOCKSLEY, (2003) a LACK é essencial para a infeccdo efetiva do parasito nos
macrofagos de camundongos BALB/c, visto que a atenuacgdo deste gene em L. major causou
diminuicdo da infeccdo in vivo. A antigenicidade desta proteina j& foi avaliada para o
diagnéstico da LV, tanto em infeccbes em humanos como em cdes (MAALEJ et al., 2003;
TODOLI et al., 2009). No entanto, ndo foram encontrados estudos avaliando o desempenho
deste antigeno para o diagndstico de pacientes com a forma cutanea da doenga. Além da
localizag&o celular descrita na literatura e do fato de ser amplamente secretada, a selecdo desta
proteina baseou-se também no trabalho de HOFMAN et al. (2003) que utilizaram um AcMo
anti-LACK para identificar, por meio da técnica de IHQ, amastigotas de L. infantum em
amostras de diferentes tipos de tecidos, como medula 6ssea e figado de pacientes com LV.
Esses autores empregaram a técnica de IHQ em 117 amostras e reportaram 100% de
sensibilidade e de especificidade. Diante desses resultados, a LACK foi considerada um

marcador acurado para a confirmacédo de LV em cortes histoldgicos.

c) Fosfatase &cida secretada (SAcP)

As fosfatases acidas apresentam sitios cataliticos compostos quase exclusivamente de
residuos de histidina e compreendem tanto as fosfatases acidas secretadas quanto as associadas
a membrana (SHAKARIAN et al., 1997, 2003). SOULAT & BOGDAN (2017), verificaram
que o genoma de diferentes espécies de Leishmania patogénicas para humanos contém seis ou
sete genes da familia das fosfatases &cidas, sendo quatro ou cinco genes codificantes para a
fosfatase acida de membrana e dois ou trés genes que codificam as SAcPs. Embora tenham sido
observadas diferencas marcantes entre as SAcPs de diferentes espécies de Leishmania, estas
proteinas compartilham epitopos semelhantes (DOYLE; DWYER, 1993). Estudos mostraram
que SACPs estdo entre as proteinas mais abundantes presentes no secretoma de Leishmania,
sendo liberadas através de um mecanismo nao convencional que envolve vesiculas do tipo
exossomo (SILVERMAN et al., 2010; FERNANDES et al., 2013). Devido a conservacao das
sequéncias deste gene entre as espécies de Leishmania, foi sugerido que esta enzima exerca
papel crucial na sobrevivéncia do parasito, atuando provavelmente, inibindo a producdo de
anions superoxido por neutrofilos e macréfagos (BATES & DWYER, 1987; ELLIS,
SHAKARIAN & DWYER, 1998; KATAKURA & KOBAYASHI, 1988)
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d) Proteina de Membrana dos Kinetoplastideos-11 (KMP-11)

A KMP-11 é uma glicoproteina de 11 kDa, presente na membrana da superficie celular
de todos os protozoarios da classe Kinetoplastea, sendo altamente conservada e expressa nas
formas amastigota e promastigota (JARDIM et al., 1995; RAMIREZ et al., 1998; STEBECK
et al., 1995; TOLSON et al.,, 1994). A funcdo dessa proteina estd relacionada com a
estabilizacdo da membrana, devido ao grau de similaridade com os dominios anfipaticos das
apolipoproteinas, que transportam o colesterol de alta densidade nos humanos (STEBECK et
al., 1995). Em L. amazonensis, a KMP-11 foi encontrada em associagdo com estruturas de
membrana na superficie celular, bolsa flagelar e vesiculas intracelulares, sendo superexpressa
em formas amastigotas (MATOS et al., 2010).

Diferentes estudos tém demonstrado que a KMP-11, atua como um potente estimulador
de células B durante o curso natural da infeccio (RAMIREZ et al., 1998). Desta forma, esta
proteina tem sido frequentemente avaliada como potencial candidato para o desenvolvimento
de vacinas e testes diagnosticos (BHAUMIK et al.,, 2009; DE MENDONCA, CYSNE-
FINKELSTEIN & MATOS, 2015; JENSEN et al., 1998; PASSOS et al., 2005; RODRIGUEZ-
CORTES et al., 2007; SANTOS et al., 2012; SOUZA et al., 2013). Em estudo, usando a técnica
de immunoblot, rKMP-11 foi reconhecida por 80% e 77% dos soros de pacientes com LC e
LM, respectivamente (RAMIREZ et al., 1998). SOUZA et al. (2013) avaliaram o desempenho
da rKMP-11 de L. braziliensis e obteve sensibilidade e especificidade de 55,7% e 53,4%

respectivamente, para o diagnostico de LC e 74% e 71,5% para LM, respectivamente.

e) Proteina Hipotética (LbPH):

As proteinas hipotéticas sdo aquelas que apresentam uma sequéncia polipeptidica
estabelecida, porém sem funcao biologica definida. Atraves de analises de imunoproteémica,
DUARTE et al. (2015) identificaram diversas proteinas antigénicas de L. braziliensis utilizando
soro de pacientes com LT, dentre outras, a proteina hipotética (acesso NCBI n°
XP_001566959.1), aqui denominada LbPH. Esta proteina foi avaliada para o diagndstico
sorolégico da LT, e demonstrou sensibilidade variando de 95,4% a 100% e especificidade de
85 a 98% (DUARTE et al., 2015; LIMA et al., 2017, 2018). As propriedades funcionais, da
LbPH foram preditas através de ferramentas de bioinformatica por LIMA et al. (2017). Esses
autores sugeriram uma localizacdo citoplasmatica ou no meio extracelular, podendo ser
secretada através de uma via ndo classica, fazendo parte da familia das cinesinas.

Posteriormente, esta proteina hipotética foi utilizada para estimular células mononucleares do
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sangue periférico (PBMCs) de pacientes com LM e individuos saudaveis. Nesse estudo, foi
observado um perfil de resposta imune Th1l polarizado, baseado nos altos niveis de interferon-
gama (IFN-y) e baixos niveis de interleucina (IL)-4 ou IL-10, encontrados no sobrenadante do
cultivo celular. Os autores sugeriram que esta proteina também pode ser avaliada, em estudos

futuros, como uma candidata vacinal paraa LT (LIMA et al., 2018).

f) Proteina quinase ativada por mitdgeno 4 (MAPK4)

A MAPK4 faz parte da familia das proteinas quinases ativadas por mitégenos, presentes
em quase todos 0s organismos eucariontes regulando processos celulares importantes, como
diferenciacdo, proliferacdo, resposta ao estresse e apoptose (KARIN & CHANG, 2001,
WIESE, 1998). WANG et al. (2005) além de confirmarem a divergéncia de aminoacidos desta
proteina em Leishmania quando comparada com MAP-quinases de mamiferos, demonstraram
que a MAPK4 ¢ um potencial alvo de farmacos leishmanicidas. A MAPK4 em Leishmania esta
relacionada a transformacdo de formas promastigotas em formas amastigotas, sendo
superexpressa durante a etapa de diferenciacdo e proliferagdo das amastigotas (MENEZES-
SOUZA et al., 2015a; WANG et al., 2005). MENEZES-SOUZA et al. (2015), avaliaram a
proteina recombinante rMAPK4 de L. braziliensis para o diagnostico soroldgico da LT e

relataram acuracia de 92,4%, com sensibilidade de 75,4% e especificidade de 96,7%.
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APENDICE 4

1. Triparedoxina Mitocondrial Peroxidase (mTXNPXx) de L. infantum

a. Sequéncias de aminoacidos (Q95U89 LEIIN)

MLRRLPTSCFLKRSOFRGFAATSPLLNLDYOMYRTATVREAAPOFSGOAVVNGAIKDINMNDYK
GKYIVLFFYPMDFTFVCPTEIIAFSDRHADFEKLNTOVVAVSCDSVYSHLAWVNTPRKKGGLGEM
HIPVLADKSMEIARDYGVLIEESGIALRGLFIIDKKGILRHSTINDLPVGRNVDEALRVLEAFQYAD
ENGDAIPCGWKPGOPTLDTTKAGEFFEKNM

b. Sequéncia de nucleotideos do gene sintetizado, contendo destacado na extremidade 5’sitio
de restricdo para BamHI e na extremidade 3" codigo de parada e sitio de restricdo para Hindlll

GGATCCATGCTGCGTCGTTTGCCGACCAGCTGCTTCCTGAAGCGTAGCCAATTCCGTGGTTTTGCT
GCGACCAGCCCGCTGTTGAACTTGGATTACCAGATGTATCGTACCGCTACCGTTCGTGAAGCTGCG
CCGCAATTCAGCGGTCAGGCTGTTGTTAATGGTGCGATTAAAGATATCAACATGAACGACTACAAG
GGTAAATACATCGTTCTGTTCTTTTACCCGATGGATTTCACCTTTGTTTGCCCGACCGAAATTATCG
CTTTCAGCGATCGTCACGCGGACTTTGAGAAGCTGAACACCCAAGTTGTTGCTGTTAGCTGTGACA
GCGTTTACAGCCACTTGGCGTGGGTTAATACCCCGCGTAAGAAAGGTGGTCTGGGTGAAATGCATA
TTCCGGTTTTGGCTGATAAAAGCATGGAGATCGCGCGTGACTATGGTGTTCTGATTGAAGAGAGCG
GTATCGCTCTGCGTGGTTTGTTCATTATCGATAAGAAAGGTATTCTGCGTCATAGCACCATCAACGA
TTTGCCGGTTGGTCGTAATGTTGACGAAGCTCTGCGTGTTTTGGAGGCTTTTCAATATGCGGATGAG
AACGGTGACGCGATCCCGTGTGGTTGGAAGCCGGGTCAGCCGACCTTGGACACCACCAAGGCGGG
TGAATTCTTTGAGAAAAATATGIAAGCTT

2. Homologo do receptor de proteina quinase C ativada (LACK) de L. braziliensis

a. Sequéncias de aminoacidos (A4HGX7_LEIBR) com destaque para as regides que foram
retrotraduzidas para construcdo do minigene.

MNYEGHLKGHRGWVTSLACPQOAGSYIKVVSTSRDGTAISWKSNPDRHSVDSDYGLPNHRLEGHT
GFVSCVSLAHATDYALTASWDRSIRMWDLRNGQSORKFLKHTKDVLAVAFSPDDRLIVSAGRDN
VIRVWNVAGECMHEFLRDGHEDWYVSSICFSPSLEHPIVVSGSWDNTIKVWNVNEGKCERTLKGHSNY
VSTVTVSPDGSLCASGGKDGAALLWDLSTGEQLFRINVESAINQIAFSPNRFWMCVAAEKSLSVYDL
ESKAVIAELTPDGTKPSECISIAWSADGNTL YSGHKDNLIRVWSISDAE

b. Sequéncia de nucleotideos do minigene sintetizado, contendo destacado na extremidade
57sitio de restricdo para BamHI e na extremidade 3" codigo de parada e sitio de restricdo para
HindllI

GGATCCCCGCAGCAAGCGGGCAGCTACATCAAAGTGGTTAGCACCAGCCGTGACGGTACCGCGAT
TAGCTGGAAGAGCAACCCGGATCGTCACAGCGTGGACAGCGATTACGGCCTGCCGAACCACCGTC
TGGAGGGTCACACCGGCTTCGTGAGCTGCGTTAGCCTGGCGCATGCGACCGACTATGCGCTGACCG
CGAGCTGGGACCGTAGCATCCGTATGTGGGATCTGCGTAACGGCCAGAGCCAGCGTAAGTTCCTGA
AACACACCAAGGACGTGCTGGCGGTTGCGTTTAGCCCGGACGATCGTCTGATTGTGAGCGCGGGTC
GTGATAACGTGTGGAACGTTAACGAGGGTAAATGCGAACGTACCCTGAAGGGCCACAGCAACTAT
GTTAGCACCGTGACCGTTAGCCCGGATGGTAGCCTGTGCGCGAGCGGTGGCAAAGATGGTGCGGC
GCTGCTGTGGGATCTGAGCACCGGCGAGCAGAAAAGCCTGAGCGTGTACGACCTGGAGAGCAAGG
CGGTTATCGCGGAACTGACCCCGGATGGTACCAAACCGAGCGAATGCATCAGCATTGCGTGGAGC
GCGGACGGTAACACCCTGTATAGCGGCCACAAGGATAACCTGATTCGTIAAGCTT

3. Fosfatase acida secretora (SAcP) de L. braziliensis
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a. Sequéncias de aminoacidos (A4HQG9_LEIBR) com destaque para as regiGes que foram
retrotraduzidas para construgdo do minigene.

MASKLLRVLATALLVAAAVSVDARLVVRMVQVAHRHGARSALVDDNATQICGTVYPCGELTDEGVE
MVRAIGKFARSRYNDPSLVESPLFPSTRYNSSVVYTRSTDTQRTIQSATAFLHGLFEDDYFFPVVYSHNM
TTDTLLSTDTVPSVMGRSWLDSPALSATLNPVVDAHLTWDAIQAAAKDAWIEGLCADPNARADCVLN
NLYDVAAAFEASGRLDSTSDLKAAYPGLVEVNAAWYKYVFGWNDTDKLDRTQGTPSQNLAQTMLD
NMNAHRLSPSYKLFEYSAHDTTIAPLAVTFGDQGNTTMRPPYAVTIFVELLQDTEDANGWYVRLIRGN
PVKAANGIYVFQQSGIEVHCMDSAGNMEVASTGICPLDNFRRMVDYSRPTVEDGNCAMTTTQYSNMG
CPRTIADNEPVPLRCEVYRRVCTNKACPPAHILSAADYQCHPTAETQGPSSSTNSSSSGITTPPDTSAFL
RPMNLRPRVLSPEKRRRIAADILYGVTNGVAVGAAVOQEYNHOQG

b. Sequéncia de nucleotideos do minigene sintetizado, contendo destacado na extremidade
57sitio de restricdo para BamHI e na extremidade 3" codigo de parada e sitio de restricdo para
Hindlll

GGATCCTGCGCGGACCCGAACGCGCGTGCGGATTGCGTGCTGAACAACCTGTACGATGTTGCGGC
GGCGTTTGAGGCGAGCGGCCGTCTGGACAGCACCAGCGATCTGAAGGCGGCGTATCCGGGCCTGG
TGGAAGTTAACGCGGCGAGCGGTATCACCACCCCGCCGGACACCAGCGCGTTTCTGCGTCCGATGA
ACCTGCGTCCGCGTGTGCTGAGCCCGGAGAAGCGTCGTCGTATTGCGGCGGATATTCTGTACGGTG
TTACCAACGGTGTGGCGGTTGGTGCGGCGGTTCAGGAATATAACCACCAAGGTIAAGCTT

4. Kinetoplastid membrane proteinll (KMP-11) de L. braziliensis

a. Sequéncias de aminoacidos (AdHMP3_LEIBR)

MATTYEEFAAKLDRLDEEFNKKMOEQONAKFFADKPDESTLSPEMKEHYEKFERMIKEHTEKENK
KMHEHSEHFKHKFAELLEQOKAAQYPGK

b. Sequéncia de nucleotideos do gene sintetizado, contendo destacado na extremidade 5’sitio
de restricdo para BamHI e na extremidade 3" cddigo de parada e sitio de restri¢cdo para Hindlll

GGATCCATGGCTACCACCTACGAAGAGTTCGCTGCGAAGCTGGATCGTTTGGACGAAGAGTTTAA
CAAGAAAATGCAAGAACAGAATGCTAAGTTCTTTGCGGATAAACCGGACGAGAGCACCCTGAGCC
CGGAAATGAAGGAGCACTACGAAAAATTCGAGCGTATGATTAAGGAACATACCGAGAAGTTCAAC
AAGAAGATGCACGAACATAGCGAGCACTTCAAGCATAAATTTGCGGAACTGTTGGAGCAACAGAA
GGCTGCGCAATATCCGGGTAAALAAGCTT

5. Proteina hipotética de L. braziliensis
a. Sequéncias de aminoacidos (A4HIR9_LEIBR)

MMYTGEIENGOMHGRGCLVYPNKEKYEGDWVYGKRHGHGVYTYADGSKYDGEWVEDKVHG
KGTCYYASGNRYTGDWTFGRINGRGVLEYADGDRYDGEWKDGRMHGKGLYYYSNGDRYEGE
WKDDKRHGKGTVTYAGPDGSVSEKFDGDWMEGRMOGWGKYYYADGGVYEGEWOQDGKMHG
KGTYIFPNGNKYEGEWFDDVKOGYGVLTYVNGERYEGYWLDDKAHGTGTLTYLOGDRYTGEW
YOGKKHGHGTLAYSNKDTYEGEWRNDSATGRGVLEYANGCRYEGDWLDDRRHGEGQLLLPDG
SSYEGGWVNGKKDGRARIILKCGAIFVGTWKDNHIVGOGEFRLSEHCDLSNSDY

b. Sequéncia de nucleotideos do gene sintetizado, contendo destacado na extremidade 5’sitio
de restricdo para BamHI e na extremidade 3" codigo de parada e sitio de restricao para HindllI

GGATCCATGATGTACACCGGCGAGATCGAAAACGGCCAGATGCACGGTCGTGGCTGCCTGGTGTA
CCCGAACAAGGAGAAATATGAGGGTGACTGGGTGTACGGCAAGCGTCACGGTCACGGCGTTTACA
CCTATGCGGACGGTAGCAAATATGATGGCGAGTGGGTGGAAGACAAGGTTCACGGTAAAGGCACC
TGCTACTATGCGAGCGGTAACCGTTACACCGGCGATTGGACCTTCGGTCGTATTAACGGTCGTGGC
GTTCTGGAGTATGCGGACGGCGATCGTTACGACGGTGAATGGAAGGATGGCCGTATGCACGGTAA
AGGCCTGTACTATTACAGCAACGGTGACCGTTATGAGGGCGAATGGAAGGACGATAAACGTCACG
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GTAAAGGTACCGTGACCTATGCGGGTCCGGATGGCAGCGTTAGCGAGAAATTTGACGGTGATTGG
ATGGAAGGCCGTATGCAGGGTTGGGGCAAGTATTACTATGCGGACGGTGGCGTGTACGAGGGTGA
ATGGCAAGATGGCAAGATGCACGGTAAAGGCACCTATATCTTCCCGAACGGTAACAAGTACGAGG
GCGAATGGTTTGACGATGTTAAACAAGGTTACGGCGTGCTGACCTATGTTAACGGCGAGCGTTACG
AAGGCTATTGGCTGGACGATAAAGCGCACGGTACCGGCACCCTGACCTACCTGCAGGGTGACCGTT
ACACCGGCGAGTGGTATCAAGGTAAGAAACACGGTCACGGCACCCTGGCGTATAGCAACAAGGAC
ACCTACGAGGGTGAATGGCGTAACGATAGCGCGACCGGTCGTGGCGTGCTGGAGTATGCGAACGG
CTGCCGTTACGAGGGTGACTGGCTGGACGATCGTCGTCATGGTGAAGGCCAGCTGCTGCTGCCGGA
TGGTAGCAGCTATGAAGGTGGCTGGGTTAACGGTAAGAAAGATGGCCGTGCGCGTATCATTCTGA
AGTGCGGTGCGATCTTCGTGGGTACCTGGAAAGATAACCACATTGTTGGTCAAGGCGAGTTTCGTC
TGAGCGAACACTGCGACCTGAGCAACAGCGATTACIAAGCTT

6. Proteina quinase ativada por mitégeno 4 (MAPK4) de L. braziliensis
a. Sequéncias de aminodcidos (A4HA94_LEIBR)

MTOLVPLAELPSGKKIYSVRGOGFEVDREYDLVKIIGFGAYGTVCSAVANRSGERVAIKRLSRVF
GDLREGKRILREMEIMTSLKHSNLIRLHHFLRPHSKETFEDIYFVMDLYDTDLNRIIRSROKLTDE
HLOQYEFMIQAFRGLHYLHSAKVMHRDLKPSNLLVNADCALAICDEFGLARDDQVMSSSDLTQYVVT
RWYRPPEVLGMGFENQYTSAVDVWSLGLIFAELMVGRTLLPGTDYIEQLVMIVNLLGSPSIDDMEF
LSSEARAFILSOPHRPALPFRDLFPMATEEATDLLSKLLVFHPARRLTAKQVMEHPYFSKYRDPAE
EADAPNPEVWNHSHIETKAQLREDLWRVVEAYSHSNE

b. Sequéncia de nucleotideos do gene sintetizado, contendo destacado na extremidade 5’sitio
de restricdo para BamHI e na extremidade 3" codigo de parada e sitio de restricdo para HindllI

GGATCCATGACCCAACTGGTTCCGCTGGCGGAGCTGCCGAGCGGTAAGAAAATCTACAGCGTGCG
TGGTCAAGGCTTCGAGGTTGACCGTGAATACGATCTGGTGAAAATCATTGGTTTTGGCGCGTATGG
TACCGTGTGCAGCGCGGTTGCGAACCGTAGCGGTGAACGTGTTGCGATTAAGCGTCTGAGCCGTGT
GTTCGGTGACCTGCGTGAAGGCAAACGTATCCTGCGTGAGATGGAAATTATGACCAGCCTGAAGC
ACAGCAACCTGATCCGTCTGCACCACTTTCTGCGTCCGCACAGCAAAGAGACCTTCGAAGACATTT
ACTTTGTGATGGATCTGTATGACACCGATCTGAACCGTATCATTCGTAGCCGTCAGAAGCTGACCG
ACGAGCACCTGCAGTACTTCATGATCCAAGCGTTTCGTGGTCTGCACTATCTGCACAGCGCGAAGG
TTATGCACCGTGATCTGAAACCGAGCAACCTGCTGGTGAACGCGGACTGCGCGCTGGCGATTTGCG
ATTTCGGCCTGGCGCGTGACGATCAGGTTATGAGCAGCAGCGATCTGACCCAATACGTGGTTACCC
GTTGGTATCGTCCGCCGGAAGTGCTGGGTATGGGCTTCAACCAATACACCAGCGCGGTGGACGTTT
GGAGCCTGGGTCTGATCTTTGCGGAGCTGATGGTTGGTCGTACCCTGCTGCCGGGCACCGATTATA
TCGAACAGCTGGTGATGATTGTTAACCTGCTGGGCAGCCCGAGCATCGACGATATGGAGTTCCTGA
GCAGCGAAGCGCGTGCGTTTATTCTGAGCCAACCGCACCGTCCGGCGCTGCCGTTCCGTGACCTGT
TTCCGATGGCGACCGAGGAAGCGACCGATCTGCTGAGCAAACTGCTGGTTTTTCATCCGGCGCGTC
GTCTGACCGCGAAGCAGGTGATGGAACACCCGTACTTCAGCAAATATCGTGACCCGGCGGAGGAA
GCGGATGCGCCGAACCCGTTTGTGTGGAACCACAGCCACATCGAGACCAAGGCGCAACTGCGTGA
AGACCTGTGGCGTGTGGTTGAGGCGTATAGCCACAGCAACGAAIAAGCTT



ANEXO 1

Ministério da Sadde

FIDCRUZ
Fundaciio Oswaldo Cruz

. N ) Comissao de Etica
Vice-presidéncia de Pesqguisa e . i
P 3 no Uso de Animais

Laboratdrios de Referéncia

LICENCA LW-15/15

Certificamos que o protocolo (P-76/14-3), intitulado "Produgdo de anticorpos policlonais e
monoclonais pelos critérios da Plataforma Tecnologica de Anticorpos Monoclonais (RPT14A)", sob a
responsabilidade de Paulo Marcos Zech Coelho, atende ao disposto na Lei 11794/08, que dispde sobre o
uso cientifico no uso de animais, inclusive aos principios da Sociedade Brasileira de Ciéncia em
Animais de Laboratdrio (SBCAL). A referida licenga ndo exime a observancia das Leis & demais
exigéncias legais na vasta legislagdo nacional.

Esta licenga tem validade até 02/03/2019 e inclui o uso total de :

Mus musculus
- 192 Fémeas de BALB/c, ldade: & Semana(s), Peso: 30,0000 Gramal(s).

Rio de Janeiro, 2 de margo de

Octavio Augusto Franga Presgrave
Coordenador da CEUA

Comiss3o de Etica no Uso de Animais
Vica-presidéncia de Pesquisa e Laboratdrios de Referéneia - Fundagio Oswaldo Cruz
A, Brasil, 4025 - Prédio da Expansdo - sala 200 - Manguinhes - Fie de Janeiro / R
Telefone: (21) 33328121 e-mail: ceua@fiocruzbr
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Wite- Presidéncia de Pessuisa ¢ Comissio de Etica
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LICENCA LW-4/18

Certificamos que o protocolo (P-1217-5), intitulado "Desenvolvimento & validagio de técnica
imuno-histoguimica para o diagndstico da leishmaniose tegumentar”, sob a responsabilidade de EDWARD
JOSE DE OLIVEIRA, atende ao disposto na Lei 11794/08, que dispde sobre o uso cientifico no uso de
animais, inclusive aos principios da Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratario
(SBCAL). A referida licenga ndo exime a observancia das Leis e demais exigéncias legais na vasta
legislagao nacional.

Esta licenga tem validade até 11/06/2022 e inclui o uso total de :

Mesocricetus auratus
- 42 Machos de Golden, ldade: 5 Semana(s), Peso: 100,0000 Grama(s).

Rio de Janeiro, 11 de junho de 2018

Octavio Augusto Franga Presgrave
Coordenador da CEUA

Comissdo de Btica no Uso de Animais
Wice-presidéncia de Pesquisa e Laberatdrics de Referéncia - Fundagde Oswaldo Cruz
#Aw. Brasil, 4033 - Predio da Expansao - sala 200 - Manguinhos - Rio de Janeiro / R
Telefone: (21) 38820121 e-mail: ceva@ficcuz br



