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RESUMO

A Leishmaniose Visceral (LV) é uma doenca zoondtica e potencialmente fatal quando nao
tratada. Uma das dificuldades encontradas pelos 6rgaos de salde é o seu rapido diagnostico
para decidir o tratamento correto. Assim como para a doenca humana, no Brasil, o combate a
Leishmaniose Visceral Canina (LVC) também enfrenta diversos desafios, especialmente em
areas endémicas, onde 0s cdes sdo 0s principais reservatorios urbanos, ampliando o ciclo de
transmissdo. Na LVC, o RTDPP e 0 EIE-LVC, que usam rK28 e antigeno bruto, sdo os testes
sorolégicos recomendados pelo Ministério da Saude. Contudo, estes apresentam reatividade
cruzada e baixa sensibilidade em casos de imunossupressdo ou baixa produgdo de anticorpos,
comprometem a acuracia diagnostica. Logo, ha necessidade do desenvolvimento de novos
antigenos e testes diagndsticos para LV. Neste contexto, o presente estudo avaliou
especificamente o desempenho do peptideo 47, selecionado por estratégias de
imunoinformatica, como alternativa ao diagndéstico sorolégico convencional da LVC. A selecdo
e a analise do peptideo foram realizadas com base em um banco de dados relacional,
considerando escores gerados por algoritmos de predigdo de epitopos de células B. Também
foram examinadas as func@es biologicas da proteina de origem do peptideo por meio de analises
de redes de interagdo proteina-proteina, bem como estudos de similaridade e dindmica
molecular. A avaliacdo experimental foi conduzida por ensaio imunoenzimatico, utilizando um
conjunto de 160 amostras de soro, composto por cdes infectados por Leishmania infantum com
diferentes manifestacfes clinicas e por animais ndo infectados. Além disso, incluiram-se
amostras de cdes com outras infec¢bes, como Ehrlichia canis, Babesia canis, Leishmania
braziliensis e Trypanosoma cruzi. Os resultados demonstraram elevada acurécia do peptideo
47, com sensibilidade de 85% e especificidade 100%. Destaca-se que o peptideo 47 apresentou
desempenho superior no reconhecimento de amostras verdadeiramente negativas, nao
registrando resultados falso-positivos entre 0s soros negativos analisados. Também foi
observada baixa reatividade cruzada em amostras de cdes infectados por T. cruzi. N0ssos
resultados evidenciam a robustez da abordagem de bioinformatica como estratégia promissora
para o aprimoramento e selecao de alvos antigénicos para o diagnostico da LVC.

Palavras-Chave: Leishmaniose Visceral Canina; Diagndstico Sorologico; ELISA;
imunoinformatica; peptideos.



ABSTRACT

Visceral leishmaniasis (VL) is a zoonotic and potentially fatal disease when left untreated. One
of the difficulties faced by health authorities is its rapid diagnosis in order to decide on the
correct treatment. As with the human disease, in Brazil, the fight against canine visceral
leishmaniasis (CVL) also faces several challenges, especially in endemic areas where dogs are
the main urban reservoirs, expanding the transmission cycle. In CVL, RTDPP and EIE-LVC,
which use rK28 and crude antigen, are the serological tests recommended by the Ministry of
Health. However, these tests exhibit cross-reactivity and low sensitivity in cases of
immunosuppression or low antibody production, compromising diagnostic accuracy. Therefore,
there is a need for the development of new antigens and diagnostic tests for VL. In this context,
the present study specifically evaluated the performance of peptide 47, selected by
immunoinformatics strategies, as an alternative to the conventional serological diagnosis of
CVL. The selection and analysis of the peptide were performed based on a relational database,
considering scores generated by B-cell epitope prediction algorithms. The biological functions
of the peptide's source protein were also examined through protein-protein interaction network
analyses, as well as similarity and molecular dynamics studies. The experimental evaluation
was conducted by enzyme immunoassay, using a set of 160 serum samples, composed of dogs
infected with Leishmania infantum with different clinical manifestations and uninfected
animals. In addition, samples from dogs with other infections, such as Ehrlichia canis, Babesia
canis, Leishmania braziliensis, and Trypanosoma cruzi, were included. The results
demonstrated high accuracy of peptide 47, with a sensitivity of 85% and specificity of 100%.
Notably, peptide 47 showed superior performance in recognizing truly negative samples, not
registering false-positive results among the negative sera analyzed. Low cross-reactivity was
also observed in samples from dogs infected with 7. cruzi. Our results highlight the robustness
of the bioinformatics approach as a promising strategy for improving and selecting antigenic
targets for the diagnosis of canine visceral leishmaniasis.

Keywords: Canine  Visceral Leishmaniasis;  Serological  Diagnosis;  ELISA;
Immunoinformatics; Peptides.
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1. INTRODUCAO

A Leishmaniose Visceral Canina (LVC) ¢ uma doengca infecciosa cronica, causada por
protozoarios do género Leishmania que integra o grupo de doencas tropicais negligenciadas da
Organizagdo Mundial de Saude (WHO, 2017). No Brasil, o cdo tem um papel importante na
disseminagdo da Leishmaniose Visceral (LV), por apresentar alto parasitismo cutaneo, atuando
como fonte de infecgdo para insetos vetores, o que torna esses animais Os principais
reservatorios da doenga no ciclo urbano. Estudos apontam que a elevada taxa de infec¢ao nos
caes esta relacionada com maior risco de doenga humana (NUNES et al., 2010; BELO et al.,
2013; COURA-VITAL et al., 2013).

As agdes de controle adotadas, at¢ o momento, estavam organizadas de forma
verticalizada, com foco principal no manejo do reservatério canino, por meio de inquéritos
sorologicos e eutanasia de caes soropositivos, além da utilizagdo de inseticidas, do diagnostico
e do tratamento adequado dos casos notificados. Contudo, a execucdo dessas medidas,
frequentemente de maneira isolada, ndo demonstrou impacto significativo na redugao da
incidéncia da enfermidade, evidenciando a necessidade de revisdo das estratégias estabelecidas
pelo Programa de Controle da Leishmaniose Visceral (PCLV). Considerando as dificuldades
relacionadas ao controle da doenca, a estratégia proposta para a vigilancia e implementa¢ao das
medidas fundamenta-se em uma definicdo mais precisa das areas com transmissao ou sob risco.
Essa nova abordagem inclui a inser¢do de estados e municipios classificados como silenciosos,
isto €, sem registro de casos humanos ou caninos, nas acdes de vigilancia, com o objetivo de
prevenir ou reduzir problemas associados ao agravo em locais sem transmissdo. J4 nas areas
onde ha ocorréncia de LV, apos a estratificacdo epidemioldgica, as intervengdes de controle
devem ser diferenciadas e ajustadas as caracteristicas de cada local. Ainda assim, ¢ essencial
que as medidas tradicionalmente utilizadas no enfrentamento da doenga sejam executadas de
forma integrada, a fim de garantir maior efetividade (Ministério da satude, 2022).

A realizacdo da eutanasia em caes positivos para LVC ¢ um dos pontos chave que vem
sendo discutidos em varios estudos. Pesquisadores buscam alternativas para o controle,
apresentando possibilidades de tratamentos e vacinas anti-LVC com o intuito de diminuir a
expansdo da doenga (RIBEIRO et al.,2018). As medidas propostas ainda ndo obtiveram
sucesso, dessa forma devem ser acompanhadas com cautela para que sejam aplicadas de modo
seguro e rigoroso nas acoes de satde publica. Além disso, tem sido pesquisado em diversos
trabalhos alternativas ao diagnostico da LVC visando garantir a precisdo na identifica¢do de
animais infectados. Em razdo da recomenda¢do do Ministério da Saude (MS) em relacao a
eliminacao de animais infectados, ¢ extremamente importante o desenvolvimento de técnicas
diagnosticas confidveis para evitar a eutanasia de animais falso-positivos ou a manutencgao de
caes falso-negativos no ciclo urbano (SOUSA et al.,2013; SILVA et al., 2020).

No Brasil, o exame imunologico para o diagnostico da LV humana (LVH) que foi mais
empregado ¢ a imunofluorescéncia indireta (RIFI), além dos ensaios imunoenzimaticos. Na
RIFI, os resultados sdo expressos em diluigdes, sendo consideradas positivas aquelas iguais ou
superiores a 1:80. Para titulos de 1:40, recomenda-se a coleta de uma nova amostra apds 30
dias. Ja o teste ELISA apresenta resultados em unidades de absorbancia, obtidas a partir da
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leitura da reacdo com diluicdes fixas, sendo mais frequentemente classificado apenas como
reagente ou ndo reagente. Quando associados a achados clinicos e laboratoriais, resultados
soroldgicos reagentes contribuem para o diagndstico da LVH. Entretanto, na auséncia de
manifestacdes clinicas sugestivas, a positividade isolada ndo indica o inicio do tratamento
humano (Ministério da Saude, 2022).

Na LVC os testes diagnosticos fornecidos pelo MS apresentam diversas dificuldades
descritas na literatura, entre elas se destacam reagdes cruzadas com outros patdégenos caninos,
baixa sensibilidade na deteccao de cdes assintomaticos, ocorréncia de resultados falso-positivos
em animais vacinados (GRIMALDI et al., 2012; MARCONDES et al., 2013). Uma das
alternativas propostas ¢ aprimorar o diagnostico da LVC, uma vez que ¢ necessario fornecer
testes sorologicos de confianca na deteccdo de cdes de diferentes formas clinicas, vacinados e
com outras patologias, com a finalidade de propiciar melhores agdes de controle da doenga.

Nesse sentido, nosso grupo de pesquisa vem trabalhando com bioinformatica na busca
de selecdo de potenciais alvos antigénicos para o desenvolvimento de vacinas bem como para
o diagnostico da LVC. O aumento da capacidade de se obter informacgdes biologicas relevantes
através do sequenciamento gendmico de patdogenos, levou ao consequente aumento no nimero
de dados, em grande parte, devido as evolu¢des no campo da biologia molecular. Tal volume
resultou também na interdisciplinaridade envolvendo matematica, estatistica, ciéncias da
computagao e biologia como forma de analisar o enorme niimero de variaveis que continuava
a crescer a medida em que novas moléculas, interagdes e mecanismos eram descobertos, dando
origem a bioinformatica (BALDI et al., 2001). Esse grande volume de dados bioldgicos também
era adquirido na busca por componentes imunogénicos e antigénicos potenciais para serem
empregados em testes diagndsticos, que quando baseados em ensaios imunologicos, torna estes
novos alvos de antigenos pegas-chave na ampliagdo da confiabilidade dos resultados gerados.
Sendo assim, a busca por antigenos que melhorem o desempenho diagndstico desses testes
tornou-se uma area de fronteira na ciéncia que vem gerando novas perspectivas diagnosticas.

Conjuntamente aos avangos da bioinformatica e a busca por melhores testes
diagnosticos, houve producao de forma, relativamente mais simples e consequentemente em
maior escala, de potenciais antigenos e biomarcadores antigénicos que poderiam ser usados em
imunoensaios, dentre estes destacam-se os peptideos sintéticos (NOYA et al., 2005; FARIA et
al., 2011). Estudos envolvendo a bioinformatica na busca por peptideos imunogénicos de
interesse médico ja mostraram seu elevado valor. Exemplo disso pode ser visto no potencial de
vacinas contra LVC, quando De Brito e colaboradores (2019), com metodologia denominada
de vacinologia reversa, conseguiram mostrar que peptideos sintéticos, selecionados com auxilio
de imunoinformatica, sdo capazes de levar a estimulagdo de sistema imune celular e humoral
além de elevada redugdo na carga parasitiria em camundongos imunizados com estes peptideos
e desafiados com L. infantum (DE BRITO et al., 2017; 2019).

Assim, a partir do banco de dados relacional, elaborado previamente por Maia (2021),
nosso grupo de pesquisa buscou identificar epitopos de L. infantum com potencial para serem
reconhecidos por células B. Ferramentas de bioinformatica como: algoritmos para alinhamento
de sequéncia, redes de interagao proteina-proteina, BLASTp, atracagem e dinamica molecular,
foram utilizados como complemento para a selegdo desses epitopos. Em vista disso, a partir dos
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resultados preliminares obtidos por Maia (2021), avaliamos nesse estudo o peptideo 47 em um
conjunto heterogéneo de amostras de soro canino. Assim, foi possivel avaliar o desempenho
deste peptideo sintético na detec¢do da Leishmaniose Visceral Canina (LVC) em amostras de
caes, incluindo animais infectados, ndo infectados, com outras infecgdes e também vacinados.
Nosso intuito foi verificar se peptideos sintéticos podem se tornar uma alternativa ao
diagnéstico da LVC na populagdo canina e, consequentemente, fortalecer o papel da
imunoinformatica na sele¢do racional e otimizada de novos alvos antigénicos. Dessa forma,
busca-se contribuir para o desenvolvimento de novos ensaios sorologicos voltados ao
diagnostico em caes, permitindo a deteccdo precisa e precoce da infeccdo e favorecendo a
implementagdo de intervencdes sanitarias mais eficazes, com o objetivo de minimizar os
impactos sociais da leishmaniose visceral.

Leishmaniose Visceral Canina

A LVC ¢ uma doenga infecciosa de origem parasitaria que acomete caes domésticos e
possui grande relevancia no contexto da saude publica, por sua estreita relacdo com a LVH. A
enfermidade ¢ causada por protozoarios do género Leishmania, principalmente pela espécie
Leishmania infantum, e apresenta carater zoonodtico. Em regides endémicas, o cdo ¢
reconhecido como o principal reservatorio urbano do parasito, desempenhando papel central na
manuteng¢do e disseminacdo do ciclo de transmissdo (DANTAS-TORRES, 2024).

A transmissao da LV ocorre por meio da picada de flebotomineos fémeas da subfamilia
Phlebotominae, principalmente pelas espécies Lutzomyia longipalpis e L. cruzi. popularmente
conhecidos como mosquitos-palha. Durante o processo de alimentagdo hematofigica, o vetor
pode adquirir o parasito ao se alimentar de um cao infectado e, posteriormente, transmiti-lo a
outros animais ou ao ser humano. Esse mecanismo torna a presenga de caes infectados um fator
determinante para a persisténcia da doenca em areas urbanas, especialmente em locais com
condi¢gdes ambientais e socioecondmicas favoraveis a proliferagdo do vetor (WHO, 2023;
DANTAS-TORRES, 2007; BRASIL, 2023).

A infeccdo por L. infantum nos caes pode resultar em uma ampla variedade de
manifestacdes clinicas, que variam desde quadros assintomdticos até formas graves e
potencialmente fatais. Muitos caes infectados ndo apresentam sinais clinicos evidentes, porém
mantém elevada carga parasitaria, especialmente na pele, o que os torna fontes importantes de
infecgdo para os flebotomineos. Essa caracteristica dificulta o controle da doenga, uma vez que
animais aparentemente saudaveis podem contribuir silenciosamente para a transmissdo do
parasito (SOLANO-GALLEGO et al., 2011; LAURENTI et al., 2013; QUINNELL,;
COURTENAY, 2009).

A infeccdo por Leishmania pode comprometer diferentes tipos celulares, como
macréfagos, células dendriticas, fibroblastos, células endoteliais, hepatocitos, neutrofilos e
eosindfilos. Essa ampla capacidade de interacdo celular permite que o parasito alcance
praticamente todos os tecidos e o6rgdos do organismo, incluindo o sistema nervoso central
(SARIDOMICHELAKIS, 2009). A diversidade de manifestagdes clinicas estd relacionada a
resposta imunolégica do hospedeiro, a carga parasitaria e a evolugao da infec¢do, o que torna o
diagnostico clinico isolado insuficiente para a confirmagdo da doenga.
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Durante muitos anos, os caes acometidos pela LVC foram classificados clinicamente a
partir dos achados obtidos no exame fisico, sendo agrupados em trés categorias: assintomaticos,
quando ndo apresentavam sinais clinicos evidentes; oligossintomaticos, quando manifestavam
até trés sinais clinicos; e sintomaticos, quando exibiam mais de trés manifestagdes clinicas
tipicas da doenca (MANCIANTTI et al., 1996; REIS et al., 2009). Contudo, esse modelo de
classificagdo mostrou-se insuficiente, uma vez que ndao contemplava alteragdes clinico-
patologicas em oOrgdos internos que podem ocorrer mesmo na auséncia de sinais clinicos
aparentes. Atualmente, a classificagdo dos cdes baseia-se em um sistema de estadiamento
clinico, fundamentado principalmente em resultados de sorologia quantitativa, em parametros
laboratoriais relacionados a evolu¢do da doenca renal, na gravidade das lesdes e em alteragoes
analiticas observadas em cada caso (NOGUEIRA & RIBEIRO, 2015).

A apresentacdo clinica da LVC ¢é heterogénea, podendo variar desde animais sem
manifestacdes evidentes até quadros com multiplos sinais clinicos. A maioria dos caes
infectados permanece assintomatica, o que dificulta o reconhecimento precoce da infecgdo e
favorece a manutencao silenciosa do parasito no ambiente. Quando presentes, os sinais clinicos
podem incluir comprometimento sist€émico associado a disfun¢do imunoldgica. Alteragdes
dermatologicas sdo frequentes, com lesdes cutaneas localizadas principalmente na regido
periocular e no focinho, semelhantes as observadas na forma tegumentar da doenca. Além disso,
podem ocorrer manifestagdes oculares, como ceratoconjuntivite, alteragdes neuromusculares,
envolvimento de 6rgdos internos, aumento de figado e bago, apatia, emagrecimento progressivo
e crescimento exagerado das unhas (FARIA & ANDRADE, 2012; CAMARGO et al., 2007).

Figura 1: Onicogrifose (Crescimento exarcebado das unhas)
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Fonte: Prefeitura de Belo Horizonte, 2026.

Figura 2: Descamacéo, queda de pelos e feridas na pele.
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Fonte: Prefeitura de Belo Horizonte, 2026.
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Figura 3: Ceratoconjuntivite, emagrecimento e apatia

Fonte: Prefeitura de Belo Horizonte, 2026.

Diante desse cenario, a LVC configura-se como uma enfermidade de grande impacto
sanitario, epidemiologico e social. A compreensdao de seus aspectos gerais, incluindo etiologia,
transmissao, epidemiologia, manifestacoes clinicas, diagnostico e estratégias de controle, ¢
essencial para o desenvolvimento de politicas publicas eficazes e para a reducdo da incidéncia
da doenga tanto na populacdo canina quanto na humana, especialmente em areas endémicas
(Ministério da Saude, 2023).

1.1 Diagnoéstico da Leishmaniose Visceral Canina

O diagnostico da LVC ¢ considerado complexo devido a diversidade de manifestacdes
clinicas, a existéncia de animais assintomaticos com elevada carga parasitaria e as limita¢des
inerentes aos métodos diagnodsticos disponiveis. Dessa forma, a confirmacao da infec¢io deve
basear-se na associa¢do de dados clinicos, epidemioldgicos e laboratoriais, sendo os métodos
sorologicos e parasitologicos os mais amplamente utilizados na rotina clinica e nos programas
oficiais de vigilancia (FARIA, 2012).

1.1.1 Diagnostico sorologico

Os métodos sorologicos tém como objetivo a detecgdo de anticorpos especificos
produzidos pelo hospedeiro em resposta a infeccdo por Leishmania. Esses testes sdo
amplamente empregados devido a sua praticidade, custo relativamente acessivel e facilidade de
aplicacao em estudos populacionais. Entre os métodos sorologicos mais utilizados destacam-se
o ensaio imunoenzimatico (ELISA), a RIFI e os testes imunocromatograficos rapidos (FARIA,
2012).

Até o ano de 2012, o MS adotava a RIFI como teste de triagem e o ensaio
imunoenzimatico (ELISA) como método confirmatério no diagnostico da LVC.
Posteriormente, visando aprimorar a acurdcia diagnostica, o MS passou a indicar a utiliza¢ao
do teste rapido imunocromatografico Dual-Path Platform® (Bio-Manguinhos®/Fiocruz). Esse
ensaio baseia-se no uso de antigenos recombinantes rK26, rK9 e rK39, desenvolvidos por Bio-
Manguinhos/Fiocruz, no Rio de Janeiro, para a identificagdo de caes infectados. Mesmo com a
introducdo desse teste, o ELISA permanece sendo utilizado em etapa subsequente para a
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confirmac¢ao dos resultados reagentes (RIBEIRO et al., 2019; PAZ et al., 2018; PEIXOTO et
al.,2014).

O diagnostico sorologico baseia-se na identificagdo de anticorpos circulantes da classe
IgG direcionados contra o parasito Leishmania, produzidos no decorrer da resposta imune
humoral do hospedeiro (GONTIJO & MELO, 2004; IKEDA-GARCIA & MARCONDES,
2007). Contudo, esses métodos apresentam limitagdes relacionadas, principalmente, ao
momento em que o exame ¢ realizado, podendo ocorrer resultados falso-negativos em caes
avaliados durante o periodo pré-patente ou antes do processo de soroconversio.
Adicionalmente, reacdes cruzadas com enfermidades provocadas por outros
tripanossomatideos podem levar a obtencdo de resultados falso-positivos (ALVES &
BEVILACQUA, 2004; GOMES et al., 2008; SOLANO-GALLEGO et al., 2009; SOUZA et
al., 2013). Em razdo dessas limitagdes, observa-se que os testes sorologicos apresentam
variagdes quanto a sensibilidade e a especificidade (GONTIJO & MELO, 2004).

Entre os métodos imunolodgicos atualmente empregados, a RIFI figura como um dos
mais utilizados, tendo sido introduzida na década de 1960. Essa técnica utiliza o parasito integro
como antigeno e apresenta aplicabilidade relevante em investigagdes epidemioldgicas. No
entanto, sua execu¢do demanda profissionais com elevado nivel de capacitagdo, além do uso de
equipamentos especificos e de custo elevado. Ademais, a necessidade de realizar diluigdes
seriadas das amostras de soro torna o procedimento trabalhoso, limitando sua utilizagdo em
processos de triagem que envolvem grande volume de amostras. A sensibilidade da RIFI varia
entre 83% e 100%, enquanto sua especificidade ¢ em torno de 80% quando aplicada a amostras
séricas. Apesar disso, o método pode apresentar reagdes cruzadas com outras doengas, como
Leishmaniose tegumentar, doenca de Chagas, malaria, esquistossomose e tuberculose pulmonar
(GONTIO & MELO, 2004; SOUZA et al., 2013).

Ja o ensaio imunoenzimdatico (ELISA) ¢ amplamente empregado como método
confirmatério no diagndstico da LVC. Desenvolvida na década de 1970, essa técnica possibilita
a analise de um elevado niumero de amostras em um curto intervalo de tempo. Ademais, o
ELISA apresenta grande versatilidade, podendo ser adaptado para a utilizagdo de diferentes
tipos de antigenos, incluindo antigenos brutos, sintéticos ou recombinantes, o que permite
inimeras variagdes do método. Com a incorporacao dessa técnica a rotina diagnostica, exames
que demandavam maior complexidade técnica, como a reacao de fixagdo do complemento,
deixaram de ser amplamente utilizados no diagnodstico da LV, direcionando os esforgos
cientificos para o aprimoramento continuo dos antigenos empregados nos ensaios de ELISA
(GONTIO & MELO, 2004; IKEDA-GARCIA & MARCONDES, 2007; MAIA & CAMPINO,
2008).

O teste ELISA destaca-se no diagnostico soroldgico da LVC por permitir a andlise
simultanea de um grande numero de amostras, com resultados mais rapidos Embora os
antigenos brutos apresentem boa sensibilidade para a detec¢ao da infeccdo, sua especificidade
¢ geralmente menor, principalmente devido a ocorréncia de reagdes cruzadas. Em contrapartida,
a utilizacdo de peptideos recombinantes, como as proteinas rK9, rK26 e rK39, promove um
aumento significativo tanto da sensibilidade quanto da especificidade da técnica. No Brasil, o
diagndstico confirmatdrio da LVC ¢é atualmente realizado por meio do ensaio imunoenzimatico
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(EIE®) da Bio-Manguinhos®, que emprega antigenos brutos soluveis e purificados de L. major,
obtidos a partir de cultivo in vitro e fixados em microplacas para a detec¢dao de anticorpos em
amostras de soro ou plasma de caes. Além disso, a partir da década de 1990, passaram a ser
utilizadas técnicas cromatograficas no diagnodstico da doenga, com o desenvolvimento dos
testes imunocromatograficos rapidos, ou Point of Care (PoC), que utilizam principalmente os
antigenos recombinantes rK26 e rK39. Entre esses testes, destaca-se o Dual Path Platform (RT
DPP® — Bio-Manguinhos®), atualmente empregado pelo Ministério da Satide no rastreamento
canino, apresentando elevados indices de sensibilidade e especificidade e refor¢ando a
importancia dos antigenos recombinantes no diagndstico e controle da LVC. (MOHAPATRA
etal.,2010)

1.1.2 Diagnéstico parasitologico

Os métodos parasitologicos baseados na puncdo de 6rgaos permitem a confirmacdo da
infecgdo por possibilitarem a observagao direta do parasito, porém caracterizam-se por serem
procedimentos invasivos. Embora apresentem elevada especificidade, podendo atingir valores
proximos a 100%, a sensibilidade desses métodos ¢ variavel, em razdo da distribuicao desigual
do parasito nos tecidos (GONTIJO et al., 2004; BRITO et al., 2020). As formas amastigotas
podem ser identificadas em biopsias de pele, aspirados de linfonodos, medula 6ssea e bago,
assim como em biopsias hepaticas, sendo o material coletado submetido a coloragdo por
técnicas rotineiras (SILVA, 2007). Na pratica clinica veterinaria, os aspirados de medula dssea
e de linfonodos sdo os mais frequentemente utilizados para o diagnostico da LVC, embora
possam ocorrer resultados falso-negativos, especialmente em caes assintomaticos, devido a
baixa carga parasitaria presente nas amostras (GOMES et al., 2008).

A puncao de medula Ossea apresenta sensibilidade varidvel, geralmente entre 60% e
85%, enquanto o aspirado esplénico pode alcancar valores mais elevados, chegando a
aproximadamente 98%. No entanto, esse ultimo procedimento envolve maior risco ao animal,
exigindo a realizacdo por profissionais com experiéncia técnica (FARIA, 2012).

1.1.3 Medidas preventivas e de controle da Leishmaniose Visceral Canina

O diagnostico precoce da LVC ¢ fundamental para aumentar as chances de controle
clinico da doenga, reduzir a progressao das lesdes e melhorar a qualidade de vida do animal. A
identificacdo da infeccdo em fases iniciais permite a institui¢do rapida do tratamento, o
monitoramento adequado do estado clinico e a adogdo de medidas preventivas para diminuir a
carga parasitaria. Nesse contexto, o uso de coleiras impregnadas com inseticidas, como a
deltametrina, também se destaca como uma importante estratégia complementar, pois atua na
repeléncia e no controle do flebotomineo vetor, reduzindo a probabilidade de transmissdo da
Leishmania infantum. Além disso, como o cdo ¢ o principal reservatorio doméstico da
Leishmania infantum, o diagnostico precoce contribui para a redugao do risco de transmissao
ao flebotomineo e, consequentemente, para a protecao da satide publica (BRASIL, 2014).

O estudo do Coura-Vital et al. (2018) reforca a relevancia das coleiras impregnadas com
deltametrina como ferramenta eficaz no controle do vetor, quando associadas ao diagnostico e
tratamento de casos humanos e a eutanasia de cdes soropositivos, compondo um conjunto
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integrado de acdes previstas no Programa Brasileiro de Controle e Vigilancia da LV. A Nota
Técnica N° 5/2021-CGZV/DEIDT/SVS/MS preconiza a incorporagao das coleiras impregnadas
com deltametrina a 4% como uma ferramenta oficial de satde publica para o controle da LV
(BRASIL, 2021). Essa medida foi baseada em um estudo multicéntrico realizado em 14
municipios brasileiros, o qual demonstrou que o uso das coleiras, aliado as demais a¢des do
programa, foi capaz de reduzir em 50% a prevaléncia da doenca em caes nas areas de
intervengdo (BRASIL, 2021). Werneck et al. (2024) observaram que o uso das coleiras
impregnadas com deltametrina esteve associado a uma reducdo de 27% na incidéncia de LVH
durante o periodo de implementagdo, indicando que essa estratégia ¢ eficaz como medida
adicional para o controle da LV no Brasil.

No contexto terapéutico da doenca canina oa Milteforan™ (miltefosina 2%, Virbac
Santé Animale, Carros, Fran¢a) ¢ o inico farmaco com comprovagdo de seguranca e eficacia
para o tratamento da LVC (Brasil, 2016).Embora os protocolos da Brasileish reconhegam o uso
de farmacos com embasamento cientifico, como o alopurinol e a domperidona, esses compostos
apresentam mecanismos de a¢do distintos no manejo da leishmaniose visceral canina. O
alopurinol atua como um leishmaniostatico, interferindo no metabolismo das purinas do
parasito, o que reduz sua multiplicagdo no hospedeiro, sendo frequentemente utilizado em
tratamentos de longo prazo para controle clinico da doenca (SOLANO-GALLEGO etal.,2011;
NOLI; SARIDOMICHELAKIS, 2014). J& a domperidona possui agdo imunomoduladora
indireta, promovendo o aumento da liberagdo de prolactina, o que pode estimular a resposta
imune celular do tipo Thl, considerada importante no controle da infec¢do por Leishmania
infantum (SABATE etal.,2014; LLANO et al., 2020).

Apesar dos beneficios observados, esses tratamentos ndo promovem a eliminagdo
completa do parasito, podendo ocorrer recidivas clinicas apos a interrupcao da terapia. Dessa
forma, seu uso esta associado principalmente ao controle dos sinais clinicos e a reducao da
carga parasitaria, sendo necessario acompanhamento continuo dos animais tratados (LLANO
et al.,, 2020). Em fun¢do disso, recomenda-se o monitoramento continuo dos animais em
intervalos de quatro a seis meses, utilizando exames soroldgicos, parasitologicos e/ou
moleculares, além de avaliagdes clinico-laboratoriais, com o objetivo de acompanhar a carga
parasitaria e adequar as condutas terapéuticas (Leishvet, 2018; RIBEIRO, 2016).

As limitagdes existentes no programa brasileiro de enfrentamento da LVC, sobretudo
no que se refere a confiabilidade dos métodos diagndsticos, evidenciam a necessidade de novas
abordagens para a identificacdo da infecgdo em caes. Nesse cenario, o presente estudo
direciona-se a avaliagcdo do desempenho de um peptideo sintético, cuja capacidade diagnostica
foi investigada por meio da andlise de amostras de soro provenientes de cdes naturalmente
infectados e nao infectados, contemplando diferentes apresentacdes clinicas da doenga, bem
como a ocorréncia de outras infec¢des caninas.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
Avaliar o desempenho diagnéstico de um peptideo sintético selecionado por
imunoinformatica no diagndstico soroldgico da Leishmaniose Visceral Canina.

2.2 Objetivos especificos

Padronizar o ensaio imuno enzimatico (ELISA) utilizando o peptideo selecionado;
Avaliar a capacidade do peptideo em detectar anticorpos em cdes com diferentes
formas clinicas da LVC;

Investigar a ocorréncia de reatividade cruzada com outras infeccGes caninas;
Determinar sensibilidade, especificidade e acuracia dos ensaios sorolégicos com o
peptideo.
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3. METODOLOGIA

3.1 Amostras biologicas de soro canino

Foram analisadas 160 amostras de soro canino proveniente da soroteca caracterizada do
Laboratorio de Imunopatologia (LIMP) da Universidade Federal de Ouro Preto (UFOP). O
estudo foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA/UFOP) sob niimero de
protocolo 083/2007.

As amostras foram divididas em diferentes grupos de acordo com a Figura 4.

Figura 4: No subconjunto de cées negativos temos: 0 grupo denominado Controle Negativo de Canil (CNC)
incluiu cées do canil de experimentacdo animal da UFOP; o grupo denominado Controle Negativo de Area
Endémica (CNA) representa os cdes negativos da area endémica para LV; o grupo denominado Controle de
Reatividade Cruzada (CRC) engloba animais com infeccfes pelo T. cruzi, L. braziliensis, E. canis e B. canis. Os
cées naturalmente infectados com L. infantum foram separados de acordo com seus status clinico, sendo
categorizados como cdes assintomaticos (CA), cdes oligossintomaticos (CO) e cdes sintomaticos (CS).
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Fonte: Elaboracéo prépria, 2024.

Foram utilizadas 100 amostras de soro, agrupadas como subconjunto de caes negativos
para LV. Este subconjunto foi composto por 3 grupos distintos. O primeiro, denominado
Controle Negativo de Canil (CNC),consistiu em amostras de soro de 20 cdes sem infeccéo,
provenientes do Centro de Ciéncia Animal (CCA) da UFOP, uma area ndo endémica para LVC.
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O segundo grupo, denominado Controle Negativo de Area Endémica (CNA), foi formado por
outras 40 amostras de soro de cdes do municipio de Governador Valadares, Minas Gerais,
Brasil. Ambos os grupos foram caracterizados por resultados negativos sorologicos para
pesquisa de anticorpos anti-Leishmania no soro, utilizando o teste imunocromatografico rapido
Dual Path Platform (RT DPP® — Bio-Manguinhos®). O terceiro grupo, Controle Reatividade
Cruzada (CRC), incluiu amostras de cées infectados por Ehrlichia canis (n=10), Babesia canis
(n=10), Leishmania braziliensis (n=10) e Trypanosoma cruzi (n=10), as quais foram incluidas
no estudo para avaliar possiveis reacdes cruzadas. Todas as infec¢Oes foram previamente
identificadas por meio de sorologia especifica ELISA da Bio-Manguinhos e/ou PCR.

Dentro do subconjunto de caes positivos, foram incluidas amostras de cdes naturalmente
infectados por L. infantum (n=60), divididos em trés subgrupos com base no estado clinico. Os
cées sem sinais clinicos visiveis foram designados como assintomaticos (CA; n=20). Aqueles
com um a trés sinais clinicos foram agrupados como oligossintomaticos (CO; n=20), enquanto
0s cdes com mais de trés sinais clinicos foram classificados como sintomaticos (CS; n=20). Os
sinais clinicos considerados relevantes incluiram opacidade do pelo, perda de peso severa,
onicogrifose, lesdes na pele, apatia e ceratoconjuntivite (REIS et al., 2006). A confirmacao da
infeccdo foi baseada na sororreatividade dos testes RT DPP® — Bio-Manguinhos® e 0 ensaio
imunoenzimatico EIE® - Bio-Manguinhos®, conforme os critérios estabelecidos pelo
Ministério da Satde no Brasil.

3.2 Obtencéo e caracterizagdo do peptideo sintético

O peptideo denominado peptideo 47 foi selecionado a partir de um banco de dados
relacional previamente desenvolvido por Brito (2014), construido com base no proteoma
predito de Leishmania infantum. Esse banco foi elaborado utilizando diferentes algoritmos de
predi¢do de epitopos de células B, incluindo ferramentas como BepiPred, AAP12 e BCPred12,
associados a analises complementares, como predi¢ao de localiza¢ao subcelular e propriedades
fisico-quimicas das proteinas.

A selecao do peptideo foi realizada considerando parametros relacionados a
antigenicidade, exposi¢ao superficial e potencial de reconhecimento por anticorpos, priorizando
sequéncias com maior probabilidade de induzir resposta imune humoral. Adicionalmente,
foram consideradas analises de similaridade para minimizar possiveis reagdes cruzadas com
proteinas de outros organismos.

A proteina de origem do peptideo 47 foi identificada a partir do banco de dados utilizado,
sendo posteriormente submetida a analises complementares, incluindo redes de interagdo
proteina-proteina, com o objetivo de melhor compreender seu possivel papel bioldgico.

O peptideo selecionado foi sintetizado por meio de sintese quimica em fase solida,
utilizando a estratégia padrdo baseada em quimica Fmoc (9-fluorenilmetoxicarbonila),
amplamente empregada para obtengdo de peptideos sintéticos. ApoOs a sintese, o peptideo foi
purificado e submetido a controle de qualidade, garantindo sua utilizagdo em ensaios
imunologicos.
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3.3 Peptideo selecionado por imunoinformatica

Neste projeto, avaliamos um peptideo selecionado por imunoinformatica conforme
pipeline construido por Maia (2021). Dessa forma, em trabalhos anteriores, os peptideos foram
selecionados e avaliados a partir de um banco de dados relacional, considerando critérios como:
escores em algoritmos de predi¢do de epitopos de células B (BepiPred, BCPred12 e AAP12),
analise de similaridade por meio do BLASTp, além de estudos de atracagem molecular
(CABSdock) e dindmica molecular (GROMACS).

Adicionalmente, foi investigada a fun¢@o bioldgica das proteinas de origem desses
peptideos, por meio de andlises de redes de interacdo proteina-proteina, permitindo inferir seu
possivel envolvimento em processos celulares relevantes do parasito, como metabolismo,
viruléncia, sobrevivéncia e interagdo com o hospedeiro.

A partir dessas abordagens, foram selecionados 10 peptideos com potencial antigénico
por meio de ferramentas de bioinformatica, os quais foram posteriormente sintetizados pela
empresa Genscript. No presente estudo, foi selecionado o peptideo denominado 47 para
avaliacao de seu potencial no diagnostico sorologico da leishmaniose visceral canina, utilizando
a técnica de ELISA.

Ressalta-se que, devido a questdes de confidencialidade relacionadas a pedido de
patente ainda ndo depositado, a sequéncia do peptideo nao pdde ser divulgada.

3.4 Ensaio imunoenzimatico ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay)

O Ensaio Imunoenzimatico (ELISA) foi conduzido inicialmente conforme protocolo
descrito por (MOREIRA et al., 2024) e descrito sucintamente a seguir. Placas de poliestireno
de fundo chato (Nunc MaxiSorp®) foram sensibilizadas com o peptideo 47 (0,25ug/poco)
diluido em tampao carbonato-bicarbonato (pH 9,6) e incubados overnight a 4°C. Apds
incubacgao, o excesso de antigeno foi removido através de sucessivas lavagens com PBS (pH
7,4) contendo 0,05% de Tween 20. Os sitios livres dos pogos foram bloqueados por 2 horas,
utilizando solug¢do de PBS com pH 7,2 contendo 0,05% 7ween 20 e 5% de albumina sérica
bovina (BSA). Apds bloqueio, um novo processo de lavagem foi realizado. Em seguida, as
placas foram incubadas por uma hora a 37°C com as amostras de soros diluidas nas propor¢des
de 1:200, 1:400 e 1:600. Logo ap0s, foi adicionado aos pogos o anticorpo conjugado IgG anti-
cao (Goat anti-Dog IgG-h+l HRP Conjugated) nas seguintes dilui¢des: 1:12.000 1:16.000
1:20.000; em seguida as placas foram incubadas por uma hora a 37°C. A melhor dilui¢ao do
soro bem como a melhor dilui¢do do conjugado foi definida com base em resultados de
padronizacao em 10 amostras de soro positivos e 10 negativos para LVC. Apos lavagem dos
pocos, as reacdes foram finalizadas com a adi¢do do substrato, 3,3',5,5'- Tetrametilbenzidina,
as placas foram incubadas por 5 minutos, em seguida a reacao foi interrompida com 32 pL de
solugdo de 2,5M de H>SO4 e imediatamente realizada a leitura em espectrofotometro (ELX800
Biotek Instruments VT, USA) a 450 nm.
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4, RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Padronizacao do ensaio imunoenzimatico empregando o peptideo 47

O peptideo 47 foi padronizado utilizando amostras de soro, sendo avaliadas 10 amostras
de cées ndo infectados (CNC) e 10 amostras de cdes com LVCLVC. Para a sensibilizagdo das
placas, o peptideo foi empregado na concentracéo de 0,25 pg por 100 pL/poco. As amostras de
soro foram testadas nas diluigdes de 1:200, 1:400 e 1:600, enquanto o conjugado foi avaliado
nas diluicbes de 1:12.000, 1:16.000 e 1:20.000 (Figura 5).

O melhor desempenho foi observado na diluicdo de soro 1:400 associada a diluicdo de
conjugado 1:20.000, condicdo na qual 90% das amostras positivas foram corretamente
identificadas, com taxa de positividade de 10% entre as amostras negativas. O valor de cut-off
foi determinado a partir da média das densidades dpticas das amostras negativas acrescida de
dois desvios padrdo (média + 2DP), estratégia amplamente empregada para maximizar a
especificidade do ensaio. Embora outras combinagbes tenham apresentado resultados
semelhantes, como a diluicdo de soro 1:600 associada ao conjugado 1:16.000, optou-se pela
condicdo 1:400/1:20.000 por apresentar melhor equilibrio entre sensibilidade e especificidade,
além de maior robustez analitica. Observou-se ainda que, na diluicdo 1:200 do soro,
independentemente da diluicdo do conjugado, os valores de cut-off foram aparentemente
superiores em relagdo as demais condicdes, possivelmente devido ao aumento da reatividade
inespecifica, o que eleva as densidades Opticas das amostras negativas e, consequentemente, a
média e o desvio padrdo utilizados no célculo. Por outro lado, embora dilui¢bes mais elevadas
do soro possam reduzir essa reatividade inespecifica, elas também podem diminuir a
intensidade do sinal das amostras positivas, aumentando o risco de resultados falso-negativos,
especialmente em amostras com baixos titulos de anticorpos. Dessa forma, a condi¢do 1:400
foi considerada mais adequada por proporcionar melhor discriminacgéo entre os grupos controle
negativo canino (CNC) e leishmaniose visceral canina (LVC), aliando desempenho diagndstico
satisfatorio a otimizacdo do consumo de reagentes. (Figura 5).
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Fonte: Elaboracdo propria, 2024.

Figura 5:Padronizagdo das melhores condigGes reacionarias do ensaio imunoenzimatico (ELISA) para o peptideo
47. No eixo x temos as diferentes dilui¢des de soro (A:1:200, B: 1:400, C: 1:600), e no eixo y temos a Densidade
Otica (DO), sendo que em cada fileira horizontal de resultados estdo demonstrados os resultados nas diferentes
dilui¢cdes da concentracdo do conjugado (1:12.000, 1:16.000, 1:20.000). Os graficos da fileira vertical a esquerda
representam as curvas de titulagdo do soro para cada conjugado. O circulo claro representa as amostras de soro de
cées Controle Negativo de Canil (CNC) e o circulo escuro representa as amostras de soro de cdes naturalmente
infectados com Leishmaniose Visceral Canina (LVC). As linhas pontilhadas nos gréficos indicam os cut-offs.

Apos a definicdo das condicdes ideais de padronizacao, o Pep 47 foi aplicado a soroteca
do estudo, composta por 160 amostras de soro, para avaliacdo de seu desempenho diagnéstico,
conforme apresentado na Figura 6.

4.2 Deteccdo de cdes infectados por L. infantum em amostras de soro empregando o
peptideo 47 pelo ensaio imunoenzimatico

O peptideo selecionado por meio da bioinformatica, denominado Pep 47, foi empregado
no presente estudo e demonstrou capacidade de discriminar a maioria dos cées ndo infectados
daqueles naturalmente infectados por L. infantum, independentemente da forma clinica da
doenca.

A andlise dos resultados obtidos com o Pep 47 (Figura 6) evidenciou adequada distin¢ao
entre animais saudaveis e infectados, permitindo a avaliacdo de seu desempenho diagndstico

Peptideo 47
Teste Paositivo | Negativo | Total Sensibilidade Especificidade Acuracia
Positivo 51 0 51
. 85.0% 100.0% 88 7%
Negativo | 9 20 29 (73.9-91.9) (83.9-100) (79.9-93.9)
Total 60 20 80
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Figura 6: Performance do peptideo 47 na deteccdo de cdes nao infectados e infectados por L. infantum. Nos trés
graficos superiores temos no eixo X 0s grupos de soros experimentais e no eixo y a densidade Optica (A)
Distribuicdo dos resultados de densidade 6tica individuais dos Caes Negativo de Canil (CNC), Caes Negativos de
Area Endémica (CNA), Caes com Reatividade Cruzada (CRC) e Cées com Leishmaniose Visceral (LVC). (B)
Distribuicdo dos resultados de densidade otica individuais dos CNC e CRC, sendo Babesia canis (Bc), Ehrlichia
canis (Ec), Leishmania braziliensis (Lb) e Trypanosoma cruzi (Tc). (C) Distribuicéo dos resultados de densidade
Gtica individuais dos CNC e cdes infectados com L. infantum (LVC) segregados de acordo com sua apresentacéo
clinica, Cées Assintomaticos (CA), Cées Oligossintomaticos (CO) e Cées Sintomaticos (CS). As linhas pontilhadas
nos gréaficos representam os cut-offs. Na tabela inferior temos apresentados os resultados de como o peptideo 47
performou em termos de sensibilidade, especificidade e acuracia em CNC e cées infectados por L. infantum.

Em relacdo a reatividade sérica canina, considerando a andlise global da soroteca sem
estratificagdo dos grupos, o Pep 47 detectou 0/20 (0%) dos caes negativos de canil (CNC),
10/40 (25%) dos caes negativos provenientes de area endémica, 28/40 (70%) dos cdes com
reagdes cruzadas (CRC) e 51/60 (85%) dos cdes com LVC (Figura 6, coluna A).

Na Figura 6 (coluna B), referente a estratificacio do grupo CRC, observou-se
positividade em 6/10 (60%) caes infectados por B. canis, 9/10 (90%) por E. canis, 10/10 (100%)
por L. braziliensis e 3/10 (30%) por T. cruzi. Esses achados evidenciam elevada ocorréncia de
reatividade cruzada, indicando potencial geracao de resultados falso-positivos em caes nao
infectados por L. infantum, mas soropositivos para outros agentes infecciosos avaliados (Figura
6, coluna B).

O peptideo avaliado no estudo mostrou baixa especificidade quando avaliado em
amostras de animais com possiveis reagdes cruzadas como B. canis, E. canis, L. braziliensis.
Mas, o peptideo 47 apresentou baixa reatividade nas amostras de animais infectados por 7.
cruzi, em que positivou trés animais e discriminou sete animais com Doenga de Chagas. Assim,
podemos dizer que o Pep47 apresentou homologia baixa entre os Kinetoplastida, apesar de
muitos estudos indicarem reatividade cruzada com animais infectados pelo 7. cruzi, devido ao
compartilhamento de antigenos associados pela proximidade filogenética (CARVALHO et al.,
2018).

Nao ha dados consolidados sobre a prevaléncia da leishmaniose tegumentar americana
em caes, contudo, ¢ conhecido que os caes infectados por L. braziliensis apresentaram baixos
niveis de anticorpos, o que torna controversa a relevancia dessa reagdo cruzada no diagnostico
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da LVC. Entretanto, acreditamos que um teste soroldgico ideal deva diferenciar as infecgdes
caninas para as leishmanioses, mas, infelizmente, o peptideo testado ndo foi capaz de promover
diferenciacgao entre a LVC e a leishmaniose tegumentar canina. A reacdo cruzada com B. canis
e E. canis revelou-se particularmente relevante, pois foi observado alta positividade cruzada.
Um estudo realizado por (MOREIRA; MAIA, 2024) validando peptideos sintéticos de células
B, mostra que as reagdes cruzadas com E. canis apresentaram maior incidéncia de reatividade
emtodos os 10 peptideos testados, os quais sao derivados de proteinas de Leishmania infantum,,
mas testamos experimentalmente o peptideo 47. A sequéncia e a proteina ndo podem ser
divulgadas por patente. Fizemos andlise de similaridade por BLASTYp, priorizando conservagao
dentro de Leishmania e baixa similaridade com outros patdégenos, para reduzir reagado cruzada.”
Atualmente, ndo ha dados gerais sobre a prevaléncia da Ehrlichiose canina no Brasil, apenas
prevaléncias especificas de estudos realizados com amostras pequenas em determinadas
regides. No entanto, Souza e colaboradores (2010) mencionam uma prevaléncia de 35,6% em
um estudo conduzido em Salvador. J4 SOARES indicam uma prevaléncia de 2% em um estudo
realizado em Juiz de Fora (SOARES et al., 2006). As reagdes cruzadas com Ehrlichia canis ndo
representam uma preocupacao relevante, considerando os baixos titulos de IgG anti-E. canis
observados e encontrados em caes infectados (HOMER et al., 2000).

Na analise estratificada das diferentes formas clinicas de LVC (Figura 6, coluna C), foi
observada positividade em 13/20 (65%) dos cdes assintomaticos (CA), 19/20 (95%) dos
oligossintomaticos (CO) e 19/20 (95%) dos sintomaticos. Esses resultados demonstram que o
Pep 47 foi capaz de detectar a maioria dos animais infectados, independentemente da forma
clinica apresentada incluindo as amostras de cdes assintomaticos. Sendo esse resultado
favoravel ao uso do peptideo para reduzir resultados falso-negativos, que ¢ um problema
frequentemente observado nos testes preconizados pelo MS, possibilitando aumentar a eficacia
na retirada de reservatorios da infecgdo nas areas endémicas (SOLANO-GALLEGO et al.,
2014; ZUBEN; DONALISIO, 2016). Por outro lado, o peptideo 47 apresentou excelente
desempenho em reconhecer os soros de animais verdadeiramente negativos, ndo apresentando
nenhum resultado falso positivo em amostras negativas.

Quando considerados apenas os grupos verdadeiramente negativos (CNC) e
verdadeiramente positivos (LVC), o Pep 47 apresentou sensibilidade de 85% e especificidade
de 100%, com acuracia global de 88,7% (Figura 6).

O teste confirmatorio ELISA-BioManguinhos (EIE) que emprega antigenos totais de L.
major, apresenta 79% (70 — 86%) de sensibilidade e 84% (81 — 87%) de especificidade
(GRIMALDI et al.,2012; COURA-VITAL et al., 2014; FRAGA et al., 2016). Nesse contexto,
¢ crucial encontrar antigenos mais sensiveis e especificos para o diagndstico da doenga. Isso
ajudaria tanto no tratamento mais eficaz dos caes diagnosticados quanto na redugdo do nimero
de novos casos da enfermidade (DIAS et al., 2018).

O desenvolvimento de testes de diagnodstico que utilizam peptideos pode satisfazer essa
necessidade de melhorarmos a acurécia diagnostica no diagndstico da LVC. Além disso, os
peptideos sintéticos oferecem varias vantagens, como baixo custo, produ¢do quimica simples,
alta reprodutibilidade, facilidade de armazenamento, estabilidade e seguranca (CHAVEZ-
FUMAGALLI et al., 2013; MUCCI et al., 2017, PANDEY; MALVIYA; DVORAKOVA,
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2021). O uso de ferramentas de bioinformatica facilita a previsdao de epitopos imunodominantes
a partir de sequéncias proteicas, reduzindo o trabalho de laboratorio que pode ser caro e
demorado. Além disso, os peptideos podem ser identificados a partir de um ou mais antigenos
e combinados para ampliar o nimero de epitopos reativos e melhorar a eficacia do diagndstico
(MUCCI et al., 2017; PATTABHI et al., 2010; ELISEI et al., 2018).
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5. CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste estudo indicam que a bioinformatica utilizada na selecéo de
epitopos de células B demonstra um desempenho significativo na identificacdo de potenciais
antigenos para o diagnostico sorologico da LVC. Além disso, 0 peptideo avaliado para o
diagndstico da LVVC por meio do teste ELISA apresentou resultados satisfatorios na detecgdo
de cées naturalmente infectados pelo parasito L. infantum. O peptideo ndo demostrou eficacia
na reducao de reacOes cruzadas contra outras doencas que sdo frequentemente observadas em
testes soroldgicos para LVC, ressaltando apenas uma boa discriminacdo em cées infectados
pelo parasito de T. cruzi. Destacamos a eficacia deste peptideo na identificacdo de animais
assintomaticos, que continuam sendo um dos principais desafios dos métodos diagnosticos
atuais, e representam a maioria dos soropositivos em regides endémicas. Os resultados obtidos
indicam que o peptideo avaliado apresenta potencial para aplicagdo como antigeno alternativo
no diagnostico da LVC por outros testes soroldgicos, além disso, destacamos a relevancia da

imunoinformatica na escolha racional de novos alvos antigénicos.
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