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RESUMO

A Leishmaniose Visceral (LV), classificada como uma Doenga Tropical Negligenciada,
configura-se como um grave problema de satide publica, intimamente associado a pobreza e as
precarias condigdes sanitarias. Transmitida por flebotomineos e tendo como hospedeiros
vertebrados, além dos seres humanos, caes e animais silvestres, seu diagndstico demanda a
utilizacdo de métodos laboratoriais precisos, essenciais para a realizagdo de um tratamento
eficaz. Nesse contexto, o presente estudo teve como objetivo diagnosticar molecularmente a
infeccdo por Leishmania (L.) chagasi em amostras de soro de caes e animais silvestres no estado
do Para, por meio da aplicacao dos testes de ELISA -indireto-, para detecgao de IgG, e da qPCR.
Foram analisadas 85 amostras, sendo 60 provenientes de cdes e 25 de animais silvestres,
coletadas, tanto em 4areas endémicas (Barcarena/PA), quanto em areas ndo endémicas (Regido
Metropolitana de Belém/PA). O ELISA - indireto foi realizado utilizando antigenos
previamente padronizados, enquanto, na qPCR, foram empregados primers € uma sonda,
direcionados a regido do kDNA do minicirculo do parasito. A padronizagdo da extracao de
DNA e da qPCR foi bem-sucedida, com reprodutibilidade e limite de deteccao (LOD) do ensaio
em aproximadamente Cq=34. A concentracao ideal de reagentes foi definida como 500 nM para
primers e 200nM para a sonda e dilui¢do do controle positivo foi de 1/10°. O ensaio demonstrou
alta sensibilidade de 100%, eficiéncia de 110,4% e R? de 0,996. No entanto, foram observadas
limitagcdes na especificidade (2,17%) atribuidas a posi¢cdo inadequada da sonda TagMan®-
MGB e a presenca de SNPs, o que gerou reagdes cruzadas com o controle negativo e outras
espécies de Leishmania e Trypanosoma. Além disso, a comparagdo com o ELISA-indireto
revelou concordancia quase nula entre os métodos, devido as diferengas metodologicas. Diante
disso, foi desenvolvido um novo conjunto de oligonucleotideos (conjunto GIO), com base na
regido do minicirculo do kDNA, visando maior especificidade. E apesar das limitagdes
observadas quanto a especificidade, o método demonstrou potencial para detectar infecgdes
mesmo em amostras com baixas cargas parasitarias, ressaltando, assim, a necessidade de

aperfeicoamento dos oligonucleotideos empregados.

Palavras-chaves: Biologia Molecular. Diagndstico. qPCR. Leishmaniose Visceral.



ABSTRACT

Visceral Leishmaniasis (VL), classified as a neglected tropical disease, represents a
serious public health concern closely linked to poverty and poor sanitary conditions.
Transmitted by phlebotomine sandflies and having as vertebrate hosts not only humans but also
dogs and wild animals, its diagnosis requires precise laboratory methods, which are essential
for effective treatment. In this context, the present study aimed to molecularly diagnose
Leishmania (L.) chagasi infection in serum samples from dogs and wild animals in the state of
Paré, through the application of indirect ELISA for IgG detection and qPCR. A total of 85
samples were analyzed —60 from dogs and 25 from wild animals— collected from both
endemic areas (Barcarena/PA) and non-endemic areas (Metropolitan Region of Belém/PA).
The indirect ELISA was performed using previously standardized antigens, while in the qPCR
assay, primers and a probe were used, targeting the KDNA minicircle region of the parasite. The
standardization of DNA extraction and qPCR was successful, with good reproducibility and a
limit of detection (LOD) at approximately Cq=34. The optimal reagent concentrations were
established as 500nM for primers, 200nM for probe, and a 1/10¢ dilution of the positive control.
The assay demonstrated high sensitivity (100%), efficiency of 110.4%, and an R? value of
0.996. However, limitations in specificity (2.17%) were observed, attributed to the suboptimal
positioning of the TagMan®-MGB probe and the presence of single nucleotide polymorphisms
(SNPs), which led to cross-reactions with the negative control and other Leishmania and
Trypanosoma species. The comparison with the indirect ELISA revealed minimal agreement
between the methods due to their methodological differences. In response to this, a new set of
oligonucleotides (designated the GIO set) was developed, targeting the KkDNA minicircle region
to improve specificity. Despite the specificity limitations, the method showed potential to detect
infections even in samples with low parasite loads, highlighting the need for further refinement

of the oligonucleotides used.

Keywords: Molecular Biology. Diagnosis. qPCR. Visceral Leishmaniasis.
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1. INTRODUCAO

1.1. EPIDEMIOLOGIA DA LEISHMANIOSE VISCERAL AMERICANA

As Doencas Tropicais Negligenciadas (DTNs) compdem um conjunto diversificado de
condi¢des ocasionadas por diversos agentes patogénicos, que incluem virus, bactérias, parasitas,
fungos e toxinas, acarretando graves repercussoes para a saude, bem como implicagdes sociais
e econOmicas devastadoras. A complexidade epidemioldgica das DTNs frequentemente esta
associada as condigdes ambientais precarias, onde a disponibilidade limitada de saneamento
adequado, agua potavel e assisténcia médica influencia significativamente sua propagacao
(PAHO, 2024; WHO, 2024a).

Muitos desses patogenos relacionados as DTNs sdo disseminados por vetores,
encontram-se em reservatorios animais e estdo inseridos em ciclos de vida intricados, o que
torna desafiadora a tarefa de controla-los em termos de satide publica. As DTNs tém um impacto
desproporcional sobre as comunidades mais desfavorecidas e marginalizadas em varias regides
do globo, especialmente na Africa, Asia e Américas. Estima-se que mais de um bilhdo de
pessoas sejam afetadas pelas DTNs, enquanto aproximadamente 1,6 bilhdo necessitam de
intervengdes para lidar com essas condi¢des, seja através de medidas preventivas ou tratamento
(PAHO, 2024; WHO, 2024a).

Entre o grupo das DTN, a Leishmaniose Visceral (LV) ou calazar, esta incluida como
uma doenga de grande importancia para a saude publica, devido a consideravel expansao
geografica, a elevada incidéncia e as altas taxas de mortalidade. Por esses motivos, hoje a
Organizacao Mundial de Saude (OMS) a incluiu entre as seis doengas consideradas prioritarias
no programa de controle da referida instituicao (WHO, 2024Db).

As leishmanioses sdo consideradas entre as principais endemias no mundo, de alta
gravidade e mortalidade afetando os humanos. Ela ¢ uma doenga cronica grave causada por

espécies do género Leishmania (LAINSON et al., 1987).
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Figura 1 - Distribui¢do mundial de LV no mundo, no ano de 2023.
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Segundo a OMS, a doenga pode conduzir mais de 90% dos pacientes a dbito em até dois
anos em casos sintomaticos graves, se nao forem submetidos a terapia especifica. A LV
apresenta ampla distribui¢do mundial, sendo considerada endémica em 80 paises. Dentre estes,
em torno de 68% dos casos ocorre nos paises: Brasil, India, Quénia e Suddo (Figura 1). Nas
Américas, a Leishmaniose Visceral Americana (LVA) ocorre desde o México até a Argentina,
sendo endémica em 13 paises (PAHO, 2023; WHO, 2022).

Atualmente, o Brasil € responsavel por reportar aproximadamente 94% de novos casos
nas Ameéricas, sendo o pais com maior taxa de letalidade. A LVA estd amplamente distribuida
no Brasil, tendo sido notificada em 24 das 27 Unidades da Federagao, atingindo todas as regides
geograficas, com maior nimero de casos reportados nas regides Nordeste, Sudeste e Norte
(PAHO, 2023; SINAN SVS, 2022).

Segundo o Ministério da Saude foram confirmados 7.243 casos novos de LVA no Brasil,
sendo a regido Nordeste responsavel pelo maior registro de casos do pais (55,37%) (SAUDE,
2025).

No Par4, a situacdo da LVA ¢ das mais preocupantes em todo o pais, ja que, atualmente,
o estado ostenta uma das maiores casuisticas da doenga, com 573 novos casos no periodo de

2020-2024 (SAUDE, 2025).



Figura 2 - Distribuicdo regional de LVA no Estado do Par4, no periodo de 2016-2019.
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Os municipios paraenses como Barcarena, que pertence a regido metropolitana de Belém

J& apresentou alta prevaléncia (37,2%) da infec¢do canina por Leishmania (Leishmania)

chagasi, (PEREIRA, et al., 2006). Outro estudo que avaliou a prevaléncia da infec¢ao por L.

(L). chagasi em cades neste mesmo municipio, e considerou a reatividade de dois métodos

imunologicos, a RIFI (IgG) e o reacdo intradérmica de Montenegro (RIM) revelou

concomitantemente uma taxa de prevaléncia de 43% (SILVEIRA et al., 2012). Além de
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Barcarena, outros municipios da regido sudeste do Estado do Para, em destaque Maraba,
Parauapebas, Canaa dos Carajas e Curionopolis, aparecem com os maiores indices de
estratificacdo de risco para a LVA no periodo de 2016 a 2019 (Figura 2) (SILVA et al., 2022).
Sendo essas cidades responsaveis por 31,06% (178) dos novos casos no estado do Para, nos

periodos de 2020-2024 (SAUDE, 2025).

1.1.1. Fatores interferentes na epidemiologia da Leishmaniose Visceral Americana

A LVA passou por processo de urbanizacao, que pode ser correlacionado a intervengdes
na cadeia epidemiologica, envolvendo parasito, vetores e hospedeiros (FURTADO et al., 2022;
WHO, 2024b).

Dentre essas intervencdes, destacam-se a pobreza, a ma nutricdo, o descaso, a
discriminacdo, os processos migratdrios e as modificagdes ambientais causadas por acdes
antropicas, que estdo ligadas ao rapido processo migratorio em 4areas periurbanas
(desmatamento e urbaniza¢do); a adaptacdo do vetor, flebotomineo, ao peridomicilio com
eclética preferéncia alimentar; e a interagdo e mobilizacdo de reservatorios infectados para areas
sem transmissao (FILIPE DANTAS-TORRES et al.,2019; FURTADO et al., 2022; SILVEIRA
et al., 2013).

A caracterizacao das leishmanioses como um grupo de doengas em que o meio ambiente
exerce um papel importante em sua incidéncia pode estar relacionada ao desequilibrio
ambiental, resultante do contato do homem com ambientes quentes e umidos das florestas
tropicais e subtropicais, atribuindo a doenga caracteristica de antropozoonose, dividindo papel
de reservatdrio entre animais silvestres e domésticos (CARVALHO et al., 2020).

Os fatores que compoe a epidemiologia desta doenga sdo diversos, dependentes da
regido geografica e fatores socioculturais da populagdo local, o que impossibilita o
estabelecimento de padrdes epidemioldgicos e ecologicos comuns para diversas regioes,
dificultando medidas de controle da doenca. A identificagao do agente etiologico circulante nas
areas endémicas, o conhecimento dessas areas, bem como o papel dos hospedeiros-
reservatorios, sdo agentes importantes para definicdo de medidas profilaticas da doenca
(SILVEIRA et al., 2016).

No Novo Mundo, a L. (L.) chagasi é a espécie comumente isolada em pacientes com
LVA (LAINSON, 2010; MANN et al., 2021). Além disso, tem o cao doméstico (Canis
familiaris) como principal fonte de infec¢do ao homem (LIMA et al., 2010). A enzootia canina

tem precedido a ocorréncia de casos humanos e a infecgdo em cdes tem sido mais prevalente do
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que no homem (FURTADO et al., 2022; PARKER et al., 2021; SILVEIRA et al., 2010). O cao
tem sido incriminado como responsavel pela manutengdo do parasito nos focos endémicos,
devido a alta prevaléncia da doenga nesses animais, ao elevado parasitismo na pele e a intima
relagdo com o ser humano (FILIPE DANTAS-TORRES et al.,2019; LIMA et al.,2010; MANN
et al., 2021; TRAVI et al., 2018). A LVA também tem como reservatorio animais silvestres
como, a exemplo de raposas (Cerdocyon thous) e os marsupiais (Didelphis sp) (BENCHIMOL,
2020).

A presenca de animais domésticos e silvestres representa importante indicativo
epidemioldgico da circulagdo do agente etiologico da LVA tanto em ambientes rurais quanto
urbanos (BITENCOURT; BEZERRA, 2022; FARIA; ANDRADE, 2012; MOTTA; EBERT;
BATISTA, 2021; NETO, 2006; SILVA, 2007; VIEIRA; FIGUEIREDO, 2021). Do ponto vista
epidemioldgico, a infec¢do canina ¢ mais prevalente que a humana, o que demonstra a sua
importancia na satde publica (FURTADO et al., 2022; LAURENTI et al., 2013; SILVEIRA et
al., 2016).

1.2. LEISHMANIOSE VISCERAL AMERICANA

A Leishmaniose Visceral Americana (LVA) ¢ uma antropozoonose que afeta tanto
humanos quanto canideos, sejam eles domésticos ou silvestres. Esta doenga representa um dos
principais desafios de satde publica no Brasil, sendo considerada endémica devido a
persisténcia da sua ocorréncia em todo o territorio nacional, conforme indicado pelos relatorios
de notificagdo (SAUDE, 2021).

Por esse e outros motivos, a LVA ¢ considerada uma doenga cronica grave. Sua etiologia
esta ligada a espécies do género Leishmania (LAINSON et al., 1987). E notavel que a maioria
dos individuos infectados ndo manifesta a doenca clinicamente, apresentando formas
subclinicas que podem permanecer assintomaticas ou assumir uma forma oligoassintomatica,
caracterizada por febre intermitente e irregular, perda de peso, pancitopenia, hipoalbuminemia,
hipergamaglobulinemia, linfoadenopatia, anemia, esplenomegalia e hepatomegalia.
Aproximadamente 10% dos individuos infectados evoluem para a forma classica da doenga,
exibindo fraqueza geral, caquexia e eventual 6bito (BADARO et al., 1986a; BRASIL, 2014;
SILVEIRA et al., 2010).

Além disso, esse parasito, L. (L). chagasi, tem o potencial de afetar 6rgdos internos,
como bago, figado e medula 6ssea. Em seres humanos, a infec¢do pode se manifestar de maneira

sistémica em individuos com susceptibilidade imunoldgica, manifestando-se com sintomas
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como febre, perda de peso e aumento do bago ou figado (BRASIL, 2014; MANN et al., 2021;
PASTORINO et al., 2002). Casos graves, se nao diagnosticados e tratados precocemente,
frequentemente resultam em fatalidade (SILVEIRA et al., 2016).

A LVA em animais, mais especificamente em caes, trata-se de uma enfermidade
sistémica grave cujas manifestagdes clinicas sdo fortemente influenciadas pelo tipo de resposta
imunologica desenvolvida pelo animal infectado. O quadro clinico dos caes afetados abrange
uma ampla gama de caracteristicas, que podem variar desde uma aparéncia de satide aparente
até estagios finais graves da doenca (FILIPE DANTAS-TORRES et al., 2019; LIMA et al.,
2010; SANTOS et al., 2021).

1.2.1. Agente Etiologico

As leishmanioses constituem um grupo de doengas parasitdrias causadas por
protozoarios pertencentes a ordem Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae, género
Leishmania (Ross, 1903) (LAISON et al., 1986; SILVEIRA et al., 2023).

Existem numerosas espécies de Leishmanias, que sdo classificadas em dois subgéneros
principais: Leishmania e Viannia. No subgénero Leishmania, os protozodrios tém uma
propensdo ao crescimento em cultura, induzem a formacao de grandes lesdes nodulares em
hamsters e se reproduzem principalmente no intestino médio e anterior do vetor. Por outro lado,
0s parasitos pertencentes ao subgénero Viannia tendem a ter um crescimento mais limitado em
meio de cultura e desenvolvimento mais lento em hamsters experimentalmente infectados,
preferencialmente alojando-se no intestino posterior do vetor (LAINSON et al., 1987; WHO,
2024b).

A LVA ¢ causada por espécies de Leishmania pertencentes ao complexo Donovani, que
inclui: Laveran & Mesnil 1903, L. (L.) infantum, Nicolle 1908 e L. (L). chagasi, Lainson &
Shaw 1987 (= L. chagasi, Cunha e Chagas 1937) (CHAGAS et al., 1938; NOVY, 1908; ROSS,
1903; SILVEIRA et al., 2023).

A origem e a classificacdao taxondmica da L. (L.) chagasi t€m sido objeto de debate em
estudos anteriores (SHAW, 2006). A sua identificagdo foi contestada em 1999 com base nos
resultados de um estudo conduzido por (MAURICIO et al. (1999). O agente causal da LVA no
Novo Mundo foi previamente identificado como L. (L). chagasi. Apds o desenvolvimento da
caracterizacdo molecular, no entanto, as comparagoes entre L. (L). chagasi e L. (L.) infantum
mostraram alta similaridade, sendo entdo L. (L). chagasi considerado sindénimo de L. (L.)

infantum (LAINSON; RANGEL, 2005; SALOMON; ORELLANO, 2005; SILVEIRA et al.,
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2023; ZELEDON; MURILLO; GUTIERREZ, 1984).
Dessa forma, atualmente considera-se o agente causal da LVA ¢ a espécie L. (L.) chagasi

(SILVEIRA et al., 2021, 2023).

1.2.2. Flebotomineo e o ciclo de transmissao

Os transmissores da LVA sdo insetos conhecidos como flebotomineos, popularmente
chamados de mosquito-palha, mosca de areia, tatuquiras, biriguis, entre outros. No Brasil, a
doenca ¢ naturalmente transmitida pela picada de fémeas do género Lutzomyia (BRASIL, 2014;
GALATI, 2003). At¢ o momento, duas espécies estdo associadas a transmissdo da doenga:
Lutzomyia longipalpis Lutz & Neiva, 1912 e Lutzomyia cruzii Deane & Deane, 1954
(LAINSON; RANGEL, 2005; LUTZ; NEIVA, 1912).

A primeira ¢ considerada a principal vetor da L. (L.) chagasi, com uma ampla
distribuicao geografica e indicios de expansao, logo, encontrado em quatro das cinco regioes
geograficas do Brasil: Nordeste, Norte, Sudeste e Centro-Oeste (BRASIL, 2014). Por outro
lado, o Lutzomyia cruzii foi identificado como vetor em areas especificas como Corumb4,

Ladario e Jaciara, no estado do Mato Grosso do Sul (DOS SANTOS et al., 1998).

Figura 3 - Fémea de Flebotomineo adulto (foto ampliada).

Fonte: Adaptado www.pereirabarreto.sp.gov.br, 2024.

Esses insetos sao pequenos, medindo de 1 a 3 mm de comprimento. Possuem o corpo
revestido por pelos e sdo de coloragao clara (castanho claro ou cor de palha). Sao facilmente
reconheciveis pelo seu comportamento, ao voar em pequenos saltos e posar com as asas
entreabertas (Figura 3) (FORATTINI, 1973; RANGEL; LAINSON, 2003).

O Lutzomyia longipalpis adapta-se facilmente ao peridomicilio e a variadas

temperaturas, podendo ser encontrada no interior dos domicilios € em abrigos de animais
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domésticos (LAINSON; RANGEL, 2005; LUZ et al., 2001; SALOMON, 2021). H4 indicio de
que o periodo de maior transmissao da LVA ocorra durante e logo apods a estacdo chuvosa,
quando ha um aumento da densidade populacional do inseto (BRASIL, 2014).

As fémeas sdo hematofagas obrigatdrias, exibindo habitos ecléticos ao se alimentarem
do sangue de diversas espécies de animais vertebrados, incluindo seres humanos. A atividade
dos flebotomineos ocorre principalmente durante o crepusculo e a noite dentro e ao redor de
residéncias (CAMPOS et al., 2017; SILVA et al., 2014). O L. longipalpis ¢ frequentemente
encontrado proximo a fontes de alimento (LAINSON; RANGEL, 2005; LAINSON; WARD;
SHAW, 1977). Durante o dia, esses insetos permanecem em repouso, abrigados em locais
sombreados e umidos, protegidos do vento e de predadores naturais (RANGEL; LAINSON,
2003).

Além da transmissdo vetorial, outras formas de dissemina¢do também tém sido
investigadas, como transfusional (URIAS et al., 2009), congénita (ZINCHUK; NADRAGA,
2010) e por meio de transplantes de 6rgaos (ANTINORI et al., 2008).

Figura 4 - Ciclo de transmissdo da LVA
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A transmiss@o dos parasitos ocorre em um ciclo digenético (heteroxénico), envolvendo

uma alternancia entre hospedeiros vertebrados e invertebrados (Figura 4). Durante esse
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processo, 0s parasitos passam por significativas mudangas morfoldgicas em seu ciclo de vida,
apresentando diferentes estagios em regides distintas dentro de seus hospedeiros e vetores. Ao
longo do ciclo de vida, os parasitos exibem duas morfologias principais: a amastigota
intracelular, presente nos hospedeiros vertebrados, e a promastigota, encontrada nos insetos
vetores (HOMMEL, 1978; WHEELER; GLUENZ; GULL, 2011).

A amastigota ¢ caracterizada por sua forma esférica, auséncia de flagelo livre, com
dimensdes variando entre 2 a 5 pm, e € encontrada no interior dos macrofagos dos hospedeiros
vertebrados, onde se replica. Enquanto isso, a promastigota apresenta uma forma alongada, com
flagelo livre, e dimensdes variando entre 15 a 35 pm. Essa forma é encontrada no trato digestivo
dos hospedeiros invertebrados, onde realiza o processo de reproducao (LAINSON et al., 1987).

A infeccdo do vetor ocorre quando as fémeas, durante a alimentacdo sanguinea em
mamiferos infectados, ingerem macréfagos parasitados por formas amastigotas da Leishmania.
No trato digestivo anterior do vetor, ocorre a ruptura dos macrofagos, liberando essas formas
parasitarias. As formas amastigotas se reproduzem por divisdo bindria e rapidamente se
diferenciam em formas flageladas conhecidas como promastigotas. Estas, por sua vez, também
se reproduzem através de divisdes binarias sucessivas, que colonizam o esdfago e a faringe do
vetor, permanecendo aderidas ao epitélio pelo flagelo. Nesse estagio, elas se diferenciam em
formas infectantes conhecidas como promastigotas metaciclicas ciclo do parasito no inseto €
completado em aproximadamente 72 horas (Figura 4) (HOMMEL, 1978; KILLICK-
KENDRICK, 1990; REGO; SOARES, 2021; SALOMON, 2021; WHEELER; GLUENZ;
GULL, 2011). Apos esse periodo, as fémeas infectantes, ao realizar uma nova alimentagao
sanguinea em um hospedeiro vertebrado, liberam as formas promastigotas metaciclicas junto
com a saliva do inseto. Na pele do hospedeiro, essas formas sdo fagocitadas por células do
sistema mononuclear fagocitario. Dentro dos macréfagos, elas se diferenciam em amastigotas
e se multiplicam vigorosamente até¢ o rompimento deles, resultando na liberacao dessas formas,
que serdo entdo fagocitadas por novos macrofagos em um processo continuo. Isso leva a
disseminac¢do hematogénica para outros tecidos ricos em células do sistema mononuclear
fagocitario, como linfonodos, figado, bago e medula 6ssea (KAYE; SCOTT, 2011; PIMENTA
et al., 1997, REGO; SOARES, 2021; SALOMON, 2021; WALTERS, 1993).



25

1.2.3. Hospedeiros

Além de ser encontradas em humanos (LAINSON, 2010; MANN et al., 2021), também
impacta uma variedade de mamiferos, incluindo tanto espécies silvestres quanto domésticas,
que coabitam com os humanos. Estas englobam uma gama diversificada de animais, como
canideos, felinos, equideos, marsupiais, quirdpteros, roedores, entre outros (GOMEZ-
HERNANDEZ et al., 2017; MENDONCA et al., 2020). No entanto, nem todas essas espécies
desempenham um papel como fontes de infecgdo para os vetores e na amplificacdo de focos
enzodticos. Portanto, sdo necessarios estudos adicionais para compreender os sistemas
reservatorios e o papel especifico desempenhado por cada espécie de mamifero na manutengao
dos parasitos na natureza (ROQUE; JANSEN, 2014).

Dentre os mamiferos mencionados, o papel do cao doméstico (Canis familiaris) ¢ bem
estabelecido e amplamente reconhecido. Os caes sdo considerados eficientes reservatérios de
L. (L.) chagasi (LIMA et al., 2010), devido a sua alta suscetibilidade a infeccdo, a sua
convivéncia proxima com os seres humanos, o que favorece a manutencdo do ciclo de
transmissd@o doméstico, e ao intenso parasitismo cutineo (BORJA et al., 2016).

A prevaléncia de infecgdo por L. (L.) chagasi é frequentemente alta em caes em areas
endémicas de LVA, com uma propor¢ado significativa de cdes assintomaticos (LIMA et al.,
2010; PARKER et al., 2021; SILVEIRA et al., 2016). Além disso, os cdes podem permanecer
infectados pelo parasito sem apresentar sinais clinicos evidentes de LVA por anos, até mesmo
por toda a vida, e ainda serem capazes de transmitir o parasito (LAURENTI et al., 2013).

Algumas outras espécies de mamiferos silvestres sao consideradas potenciais
reservatorios de LVA nas Américas. Entre elas, destacam-se os marsupiais, como os gambas,
representados por espécies dos géneros Didelphis sp, Marmosa sp, Caluromys sp, Philander sp
e Nasua sp (LEMOS; SOUSA; SILVA, 2019; MOTTA; EBERT; BATISTA, 2021; PARKER
etal.,2021; SILVEIRA et al.,2016). Além disso, existem espécies de pequenos roedores como:
Necromys sp, Proechimys sp e Oxmycteryus sp (FONSECA JUNIOR et al., 2021; RATZLAFF
etal.,2023; SAPATERA, 2022; SILVA; SILVA; CAMPOS, 2021).

Por fim, o cachorro-do-mato, raposa ou lobinho (Cerdocyon thous), foi identificado
como a primeira espécie de carnivoro silvestre a ser infectada com L. (L. ) chagasi (LEMOS;
SOUSA; SILVA, 2019; SANTOS, 2024; SAPATERA, 2022; SILVA; SILVA; CAMPOS,
2021; SILVEIRA et al., 1982). Esta espécie de canideo pode apresentar prevaléncias de
infeccdo de até 78% por sorologia e de até 42% por isolamento de cultura (COURTENAY et
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al.,2002; LAINSON et al., 1990).

Portanto, limitar a responsabilidade exclusiva dos caes na manutencdo da endemia de
LVA pode reduzir as chances de sucesso no controle epidemiologico, dado que outros
mamiferos também podem atuar como possiveis reservatorios (FERREIRA et al., 2018). E
importante destacar que a condicdo de reservatdrio ¢ dindmica, variando em diferentes
ambientes e ao longo do tempo, e apenas estudos locais da enzootia podem determinar a
participagdo ou nao de determinadas espécies como potenciais reservatorios (CAROLINE et
al., 2023; LEMOS; SOUSA; SILVA, 2019; SAPATERA, 2022).

As estratégias de controle da LVA devem ser especificas conforme a situacdo
epidemioldgica de cada local. A identificacdo do agente etiologico circulante nas areas
endémicas, o conhecimento dessas areas, bem como o papel dos hospedeiros-reservatorios, sao
fatores importantes para definicdo de medidas profilaticas para a reducdo da incidéncia da
doenga, tais como: 1) diagndstico e tratamento precoce dos doentes; 2) combate ao vetor; e 3)
diagnostico laboratorial e eliminagdo do reservatdrio doméstico (LIMA et al., 2010; SILVEIRA
etal.,2016).

1.3. DIAGNOSTICO DE LEISHMANIOSE VISCERAL

O diagnostico da LVA se baseia em trés esferas: clinico, epidemiologico e laboratorial.
Alguns métodos de diagnodstico laboratorial vém sendo utilizados, tais como: os métodos
parasitologicos, os métodos soroldgicos, por meio da Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta
(RIFI) e Ensaio Imunoenzimatico (ELISA), e os métodos moleculares, pela Reagdo em Cadeia
da Polimerase (PCR) Convencional ¢ em Tempo Real (qQPCR) (COSTA et al., 2021;
GALLETTI et al., 2011).

No caso de suspeita de infecgdo no homem sdo utilizadas as seguintes metodologias de
acordo com o manual de leishmaniose visceral do Ministério da Saude (MS): a) Parasitologico
direto (pungdo aspirativa esplénica ¢ o método que oferece maior sensibilidade (90-95%) para
demonstragdo do parasita - porém apresenta restrigdes quanto ao procedimento por ser muito
invasivo e necessitar de um médico habilitado para o procedimento, bem como, aporte de um
hospital (CARNEIRO et al., 2023; MORALES-YUSTE; MARTIN-SANCHEZ; CORPAS-
LOPEZ, 2022).

b) isolamento em meio de cultura (in vitro) e c) isolamento em animais susceptiveis (in
vivo). Para reduzir riscos, usam-se rotineiramente métodos soroldgicos menos invasivos como

RIFI e ELISA, utilizando apenas o soro do paciente. E para o diagndstico laboratorial da doenca
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canina, ¢ feito de forma semelhante ao realizado na doenca humana, podendo ser baseado
principalmente nos exames sorologicos ou moleculares (CARNEIRO et al., 2023; MORALES-
YUSTE; MARTIN-SANCHEZ; CORPAS-LOPEZ, 2022).

1.3.1. Parasitologico

O método parasitoldgico ¢ amplamente considerado o método de referéncia para LVA,
baseando-se na identificagdo direta do parasito e seu isolamento em cultura (WHO, 2010). As
formas amastigotas de Leishmania spp. podem ser observadas por meio de exame direto apos a
coloragdo (com Giemsa ou Leishman) de tecidos do baco, medula 6ssea, figado e linfonodos
(DAVIES et al., 2003).

O material obtido por aspira¢do da medula 6ssea, bago ou de outros tecidos pode ser
inoculado em meios de cultura axénicos, nos quais as formas promastigotas do parasito podem
ser subsequentemente observadas. O meio mais comumente empregado para esse proposito ¢ o
Novy-Nicolle-McNeal (NNN), frequentemente complementado com outros meios como o
Liver Infusion Triptose (LIT), o Schneider ou RPMI 1640 (SHERLOCK, 1996). As culturas
devem ser mantidas a uma temperatura entre 24 e 26°C e examinadas semanalmente ao
microscopio, ao longo de um periodo de quatro semanas (BRASIL, 2014).

O crescimento dos parasitos em cultura pode aumentar a sensibilidade da pesquisa,
porém, pode também atrasar o diagndstico em semanas. Embora raramente necessario na pratica
clinica, o cultivo de Leishmania sp. ¢ indicado como uma complementacdo a abordagem
diagnostica, especialmente em casos de falhas nas metodologias convencionais ou para
possibilitar o isolamento e a caracterizagdo da espécie. Além disso, o isolamento dos parasitos
¢ benéfico para obter material para a produgdo de antigenos e realizar triagens de drogas
(ARONSON et al., 2016; SUNDAR; RAI 2002).

O isolamento de parasitos em hamsters demonstra uma sensibilidade acima de 90%,
porém, pode demandar meses para estabelecer um diagndstico definitivo e requer uma
infraestrutura complexa (BROWN, 2009). A infec¢ao do animal pode ocorrer por diversas vias,
sendo a via intraperitoneal a mais comumente empregada. O animal deve ser examinado
semanalmente em busca de sinais da doenga e, se positivo, os parasitos podem ser isolados em
cultura, por meio de fragmentos de tecidos (bidpsias) esplénicas e hepaticas (SUNDAR; RAI,
2002).
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1.3.2. Sorolégico

O emprego de técnicas imunoldgicas na deteccdo de anticorpos anti-Leishmania ¢é
amplamente difundido, em grande parte devido a uma das caracteristicas proeminentes da LVA,
que ¢ a presenga de hipergamaglobulinemia, ou seja, aumento dos niveis de imunoglobulinas
(anticorpos) no sangue. As principais técnicas utilizadas para o diagnostico sorologico da LVA
incluem a RIFI ¢ o ELISA (BADARO et al., 1986b; FREIRE et al., 2019; SRIVASTAVA et
al.,2011).

1.3.2.1. Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI)

Desde 1964 (DUXBURY; SADUN, 1964), a RIFI tem sido amplamente empregada no
diagnéstico da LVA, sendo atualmente o teste disponibilizado pelo sistema de satde brasileiro
(BRASIL, 2014). Essa técnica envolve a fixacdo de antigenos Leishmania em laminas de
microscopia para fluorescéncia, onde ocorre a reagdo com o soro a ser testado. Apos a reagao,
a ligacdo antigeno-anticorpo ¢ visualizada com conjugado fluorescente, e os resultados da
imunofluorescéncia sdo expressos em diluigdes, considerando-se reagentes os titulos iguais ou
superiores a 1:80. (FREIRE et al., 2019; VAN GRIENSVEN; DIRO, 2019; VIEIRA et al.,
2017).

De modo geral, sensibilidade variando de 61 a 100% e especificidade variando de 80 a
100% tém sido descritas para a RIFI, o que depende da preparagdo antigénica e da espécie de
Leishmania utilizada (ARAUJO; MAYRINK, 1968; BADARO; REED; CARVALHO, 1983;
CANAVATE et al., 2011; KUMAR; PANDEY; SAMANT, 2020).

1.3.2.2. Ensaio Imunoenzimatico (ELISA)

Os métodos imunoenzimaticos tém sido empregados desde 1971 para detectar
anticorpos especificos contra o parasito, sendo que seu desempenho ¢ diretamente influenciado
pelo tipo de antigeno utilizado (HO et al., 1983). Embora esses métodos sejam bastante
produtivos, sua realizagdo requer infraestrutura laboratorial e profissionais especializados, além
de envolver varias etapas de incubacao e demandar um tempo consideravel. Os critérios para
determinar positividade dependem dos pontos de corte (cut-off), os quais devem ser

estabelecidos para cada teste.



29

A falta de especificidade ¢ uma desvantagem comum em métodos que utilizam
antigenos nao purificados, devido a reatividade cruzada. Para enfrentar esse problema, alguns
antigenos purificados recombinantes t€m sido identificados e subsequentemente avaliados por
ELISA (MAALEJ et al., 2003). Entre esses, a proteina recombinante K39, uma sequéncia de
39 aminoacidos clonada e derivada do DNA encontrado no cinetoplasto da L (L). chagasi,
especifica do complexo donovani, tem sido amplamente estudada (BURNS et al., 1993).

De modo geral, a sensibilidade do ELISA utilizando o antigeno bruto de Leishmania
spp. varia de 36 a 100%, enquanto a especificidade varia de 62,5 a 100% (HARITH et al., 1987,
MAALE]J et al., 2003; MANDAL et al., 2008). Por outro lado, o ELISA utilizando o antigeno
rK39 demonstra sensibilidade variando de 93 a 100% e especificidade variando de 84 a 100%
(DE ASSIS et al., 2009; VAISH et al., 2012). E por meio de uma meta- analise, foi avaliado o
desempenho do ELISA utilizando o antigeno bruto de Leishmania spp. e rK39, relatando
sensibilidades de 87% e 92% e especificidades de 77% e 81%, respectivamente (MAIA et al.,
2012).

Por outro lado, o ELISA utilizando peptideos recombinantes ¢ altamente especifico,
embora sua sensibilidade para detectar caes clinicamente saudaveis infectados possa variar
dependendo do antigeno utilizado (METTLER et al., 2005). A utilizagdo de antigenos
purificados sintéticos e recombinantes melhora a precisdo do teste em comparagdo com o uso

de antigenos brutos (PORROZZI et al., 2007).

1.3.3. Ensaio de método molecular

Dessa maneira, devido a sensibilidade do diagndstico laboratorial para LVA (no homem
e animais), o0 método da PCR tornou-se uma excelente nova perspectiva para solucionar a
problematica do diagndstico da infecgao por L. (L.) chagasi (CASTELLI et al., 2021; FARIAS
et al.,2020; GALLUZZI et al., 2018).

1.3.3.1. Reacdo em Cadeia Polimerase (PCR)

Atualmente, os ensaios fundamentados na técnica da PCR sao amplamente adotados por
pesquisadores e profissionais de saude (FERNANDES ez al., 2019; SUNDAR et al., 2018). Nos
ultimos anos, a aplicagdo dessa técnica tem sido explorada no diagnostico da LVA, com
variados propositos, incluindo a detec¢do da infecgdo, o diagndstico da doengca e o

monitoramento da cura (FARIAS et al., 2020; GALLUZZI et al., 2018; VIANA et al., 2008).
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Na técnica da PCR, ocorre a amplificacdo in vitro do DNA, resultando em um aumento
exponencial do numero de copias de sequéncias especificas a partir de um unico DNA alvo.
Esse processo basico envolve a utilizagao de iniciadores (pequenas moléculas de DNA de fita
simples) que sdo complementares as regides que cercam a sequéncia a ser amplificada no DNA
alvo. Além disso, sdo necessarios uma Taq DNA polimerase e deoxinucleotideos trifosfatados
(DNTP). A amplificagdo exponencial das sequéncias de DNA-alvo especificas requer condi¢des
que envolvem desnaturagdo da fita molde, ligagdo dos iniciadores e extensdo, realizadas em
ciclos alternados, os quais sdo promovidos pela variagdo da temperatura na presenca dos
componentes da reacdo (ERBER et al., 2022; GALLUZZI et al., 2018; SAIKI et al., 1985;
SUNDAR et al., 2018).

Os tipos mais comuns da PCR sao: PCR convencional, qPCR, NESTED-PCR, LAMP,
RT-PCR e multiplex — PCR, os quais possuem diferencas entre si. Por exemplo: a PCR
convencional e a qPCR, a segunda apresenta maior reprodutibilidade, especificidade,
sensibilidade, precisdo e acuracia diagnostica, além de também reproduzir resultados
quantitativos, por conseguinte, sendo considerada mais vantajosa que a primeira (COSTA et al.,
2021; GOMES et al., 2021; TRIGO, 2018).

A escolha dos genes alvo para a PCR ¢ uma fase crucial, j& que pode afetar tanto a
sensibilidade quanto a especificidade da técnica. Um dos alvos de amplificagdo do DNA mais
utilizados ¢ o0 DNA do cinetoplasto (kDNA), uma estrutura que abriga uma regido com alta
homologia entre as diferentes espécies de Leishmania, conhecida como regiao conservada do
kDNA (CHICHARRO et al., 2002; SCHALLIG; OSKAM, 2002).

Com essa metodologia promissora, diversos primers foram desenhados e testados pela
comunidade cientifica, sempre em busca de maiores especificidades e sensibilidades (FARIAS
et al., 2020; SUNDAR et al., 2018).

Nesse sentido, no diagnostico de LVA, para identificacdo de L. (L.) chagasi por meio
da qPCR, vem sendo utilizados 0s iniciadores: LEISH-1 (5°-
AACTTTTCTGGTCCTCCGGGTAG-3’) e LEISH-2 (5’-ACCCCCAGTTTCCCGCC-3’), que
possuem como alvo o kKDNA de L. (L.) chagasi , os quais sao espécie-especifico (FERNANDES
et al., 2019; FRANCINO et al., 2006).

As técnicas de PCR permitem a amplificagdo do DNA do parasito encontrado em
diversas amostras biologicas, como sangue periférico, aspirados de medula 6ssea, bago, figado
ou linfonodos, e soro. Em geral, em pacientes imunocompetentes, foram relatadas
sensibilidades variando de 91% a 100% e especificidades variando de 87% a 100% para a PCR
usando sangue periférico (DISCH et al., 2003; MAURYA et al.,2005; WU et al., 1997). Quanto
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ao aspirado de medula dssea, a sensibilidade varia de 83% a 100% (KATAKURA et al., 1998;
SALOTRA et al., 2001), enquanto para o aspirado de linfonodos, varia de 87% a 100%
(ANDRESEN et al.,, 1997, OSMAN et al., 1997). Ao utilizar soro, foram relatadas
sensibilidades variando de 84% a 97% e especificidades variando de 95% a 100% (DE ASSIS
et al., 2009; FISSORE et al., 2004).

1.3.3.1.1. PCR em Tempo Real (qQPCR)

A reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (QPCR) foi desenvolvida no inicio da
década de 1990 (HIGUCHI et al., 1992; HOLLAND et al., 1991; LEE; CONNELL; BLOCH,
1993; LIVAK et al., 1995), representando um dos mais importantes avangos no campo do
diagnostico molecular. Sua introdu¢do permitiu maior sensibilidade, especificidade e rapidez
na detec¢do de agentes etioldgicos, especialmente em doencgas infecciosas parasitarias como a
LVA, cujo diagnoéstico enfrenta desafios relacionados a baixa carga parasitaria e a necessidade
de métodos acurados (DE RUITER et al., 2014; GALLUZZI et al., 2018; RIHS et al., 2025a).

A principal diferenga entre a qPCR e o PCR convencional reside na detec¢do do produto
amplificado: na qPCR, a deteccdo ocorre durante a fase exponencial da amplificacdo, o que
confere maior precisao e sensibilidade, enquanto no PCR convencional a detec¢ao ¢ realizada
ao final da reacdo, na fase de platé (Figura 5), geralmente por eletroforese em gel (PAIVA-
CAVALCANTI; REGIS-DA-SILVA; GOMES, 2010; PERIS ef al., 2021). Essa caracteristica
elimina a necessidade de etapas pods-amplificacdo, reduzindo o risco de contaminagdo e

aumentando a reprodutibilidade dos resultados (RIHS et al., 2025b).
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Figura 5 - Modelo da curva de amplificagdo do PCR
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Fonte: Adaptado de NASSIRI et al., 2018.

O equipamento de qPCR ¢é composto por um termociclador acoplado a um sistema
optico que detecta a fluorescéncia emitida por moléculas reporteres adicionadas a reacdo. AF
cada ciclo de amplificacdo, a fluorescéncia aumenta proporcionalmente a quantidade de
amplicons gerados, sendo monitorada e analisada por softwares especificos que normalizam e
interpretam os dados brutos (PFAFFL, 2001; REITHINGER; DUJARDIN, 2007). Essa analise
envolve a correcdo do baseline — que delimita os ciclos iniciais onde ndo h4 amplifica¢do
significativa — e a definicdo do limiar (threshold), a partir do qual a fluorescéncia ¢
considerada indicativa da presenga do alvo (BUSTIN et al, 2009). O ciclo em que a
fluorescéncia do produto cruza o threshold ¢ denominado ciclo de quantificagdo (Cq), sendo
inversamente proporcional a quantidade inicial do DNA alvo e a C; (Ciclo Threshold) ¢ a
intersec¢do entre uma curva de amplificag@o e a linha threshold, conforme mostrado na figura

6 (POMARI et al., 2019).
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Figura 6 - Grafico representando o valor de Ct na amplificagdo por PCR.
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Fonte: Adaptado de MAITY; CHAKRABORTY ., 2022.

No contexto da LVA, a qPCR tem se consolidado como uma ferramenta essencial para
a deteccdo de DNA de L. (L.) chagasi, devido a sua capacidade de identificar baixas cargas
parasitarias, especialmente em amostras de sangue periférico ou soro, que apresentam menor
risco ao paciente e maior facilidade de coleta (BARTHOLAZZI JUNIOR et al., 2019;
SUNDAR et al., 2018).

Entre as principais estratégias de detec¢ao utilizadas na qPCR, destacam-se o uso de
corantes intercalantes como o SYBR Green ¢ as sondas de hidrdlise (TagMan®). O SYBR Green
se liga a fita dupla de DNA, emitindo fluorescéncia detectada pelo equipamento, sendo uma
abordagem sensivel e de baixo custo, frequentemente empregada em triagens de infec¢do por
Leishmania (AVELAR et al., 2025; PERIS et al., 2021). No entanto, as moléculas do corante
se ligam a qualquer DNA dupla-fita, inclusive a dimeros de iniciadores e produtos de
amplificacao inespecifica (Figura 7). Desse modo, a inespecificidade do corante demanda a
realizacdo de curvas de dissociacdo (melting curves), que permitem verificar a especificidade
do produto amplificado, através da analise da temperatura de melting (Tm) caracteristica de cada

sequéncia (BUSTIN, 2024; KUBISTA et al., 2006).
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Figura 7 - Representagdo de um curva de dissociagdo com SYBR Green
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Fonte: Adaptado de PRADA-ARISMENDY; CASTELLANOS., 2011.

Por outro lado, sondas especificas como as 7agMan® aumentam a especificidade do
ensaio, reduzindo o risco de falsos positivos, uma vantagem especialmente relevante no
diagnostico da LVA em areas de co-endemicidade com outras espécies de Leishmania ou
tripanosomatideos (BARTHOLAZZI JUNIOR et al., 2019; SUNDAR et al., 2018). As sondas
TagMan® consistem em oligonucleotideos marcados com um fluoréforo chamado reporter e
um inibidor de fluorescéncia chamado quencher que, quando degradadas pela atividade
exonuclease da Tag DNA polimerase, A degradacao da sonda promove a separacdo entre o
reporter € o quencher ¢ o aparelho entdo detecta a fluorescéncia emitida pelo reporter livre,
liberando fluorescéncia proporcional a amplificagdo do DNA alvo, conforme a figura 8

(BUSTIN et al., 2009).
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Figura 8 - Representagdo esquematica do funcionamento do sistema TagMan® de detecgdo
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Além da deteccdo qualitativa, a qPCR permite quantificar com precisdo a carga
parasitaria, seja de forma absoluta, por meio de curvas padrdo construidas com diluigdes
seriadas de DNA conhecido, ou de forma relativa, utilizando genes enddgenos como referéncia
(PFAFFL, 2001; REITHINGER; DUJARDIN, 2007). No diagndstico da LVA, essa
quantificagdo ¢ importante tanto para monitorar a evolucao da infeccdo quanto para avaliar a
resposta terapéutica (GALLUZZI et al., 2018).

A constru¢do de curvas padrio fornece pardmetros essenciais para validar a reagao,
como a eficiéncia, calculada a partir do slope da curva, e o coeficiente de correlagao (R?), que
avalia a linearidade entre as concentragdes padrdo e os valores de Cq obtidos (BUSTIN et al.,
2009; KUBISTA et al., 2006). Ensaios com eficiéncia entre 90-110% e R? acima de 0,98 sdo
considerados robustos e confiaveis (BUSTIN et al., 2009; KUBISTA et al., 2006).

Outro aspecto fundamental para garantir a confiabilidade dos resultados na qPCR ¢ a
inclusdo de controles internos (CI), que monitoram a eficiéncia da extragdo, a presenga de

inibidores e a integridade dos reagentes. Tais controles podem ser enddégenos, como genes
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constitutivos da célula hospedeira ou exdgenos, como alvos moleculares adicionados & amostra
antes da extragao (SILVA et al., 2016). Na deteccdo de LVA, o uso de controles internos ¢
imprescindivel, especialmente em amostras de dificil manipulagdo ou com baixa carga
parasitaria.

Com o crescimento exponencial da aplicacdo do qPCR na area da parasitologia, foram
estabelecidas diretrizes internacionais que padronizam a terminologia e os parametros minimos
necessarios para a validagdo de ensaios, tais como o MIQE (Minimum Information for
Publication of Quantitative Real-Time PCR Experiments) (BUSTIN et al., 2009). O seguimento
dessas recomendagdes ¢ crucial para garantir a comparabilidade entre estudos e a
reprodutibilidade dos resultados, aspectos indispensaveis para a utilizagdo do qPCR como
ferramenta diagndstica e epidemiologica na vigilancia da LVA (BROEDERS et al., 2014).

Além disso, novas abordagens, como a digital PCR (dPCR), vém sendo exploradas para
o diagnoéstico da LVA, oferecendo vantagens como a detec¢do absoluta de copias alvo sem a
necessidade de curvas padrdo, embora sua aplicacdo ainda seja limitada devido aos altos custos
e a necessidade de equipamentos especializados (POMARI ez al., 2019; TAYLOR et al., 2019).

Em suma, a qPCR representa atualmente uma das metodologias mais sensiveis,
especificas e rapidas para o diagnoéstico e monitoramento da LVA, contribuindo
significativamente para o avango das agdes de vigilancia epidemioldgica e para a melhoria do
prognostico dos pacientes acometidos.

Assim, este estudo propds a utilizagdo da qPCR, uma metodologia molecular sensivel e
espécie-especifica, aplicada a amostras de soro de cdes domésticos e animais silvestres
provenientes de area endémica, com o objetivo de contribuir para o aprimoramento do
diagnostico laboratorial e fortalecer as agdes de vigilancia ecoepidemioldgica da LVA. A
utilizacao do soro como amostra bioldgica apresenta vantagens importantes, como a facilidade
de coleta, menor inatividade, possibilidade de armazenamento em freezer e utilizagdo em
diferentes métodos diagndsticos, reduzindo custos e tempo de pesquisa (BARTHOLAZZI
JUNIOR et al.,2019). Além disso, a escolha da qPCR justifica-se pela sua elevada sensibilidade
e especificidade para a identificacdao de L. (L.) chagasi, especialmente com o uso de primers
como Leish-1/Leish-2, amplamente empregados em estudos anteriores (FARIAS et al., 2020;
FERNANDES et al., 2019; TRIGO, 2018). Dessa forma, este trabalho visa atender as
recomendacgdes da Organizagdo Mundial da Saude, que destaca a necessidade de estudos
epidemioldgicos e o aperfeigoamento de metodologias para subsidiar estratégias de controle da

LVA (WHO, 2024b).
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Desenvolver e validar um estudo de qPCR para o diagnostico molecular de Leishmania
(Leishmania) Chagasi em soro de cdes domésticos e animais silvestres provenientes de area

endémica e ndo endémica de do Estado do Para.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Padronizar a extragdo de DNA a partir de amostras de soro de caes domésticos e animais
silvestres oriundos de areas endémicas e ndo endémicas do Estado do Para;

e Avaliar a viabilidade, otimizagao, sensibilidade e especificidade do sistema de qPCR
proposto, com amostras controle;

e Detectar a infeccdo por L. (L.) chagasi nos soros de animais: domésticos e silvestres
(ELISA - indireto);

e Detectar e quantificar o DNA de L. (L.) chagasi, por gPCR, em amostras de soro de caes
domésticos e animais silvestres;

e Comparar o desempenho do qPCR com ELISA-indireto, verificando concordancia
diagnostica e aplicabilidade em condi¢des laboratoriais;

e Realizar a analise in silico dos primers e da sonda utilizados na reacao de qPCR, com
base em sequéncias depositadas em bancos de dados, visando verificar especificidade

em L. (L.) chagasi.
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3. METODOLOGIA

3.1. DESENHO DO ESTUDO

O estudo foi do tipo experimental transversal retrospectivo, foram utilizadas 85 amostras
de soros, sendo 60 soros de cdes domésticos e 25 soros de animais silvestres [marsupiais (03),
roedores (04) e raposas (18)], que estavam armazenados previamente no biobanco da Secao de
Parasitologia (SEPAR) do Instituto Evandro Chagas (IEC).

Todos os resultados deste projeto foram registrados em planilha Microsoft Olffice

Professional Plus 2019 — Excel e, posteriormente analisadas pelo programa Bioestat 5.0 (Figura

9).

Figura 9 - Desenho do estudo e atividades que foram realizadas.
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Fonte: Protocolo de pesquisa, 2024
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3.2. AMOSTRAS BIOLOGICAS

As amostras bioldgicas foram cedidas pelo Laboratorio de Leishmanioses “Prof. Dr.
Ralph Lainson” (LLEISHRL), Secdo de Parasitologia, Ananindeua, Pard, Brasil e pela Se¢ao
de Arbovirologia — SEARB.

As amostras de soros de caes domésticos (60) foram oriundas do estudo “Prevaléncia da
infec¢do canina causada por L. (L.) chagasi determinada pela PCR em amostras do aspirado de
linfonodo” (ANEXO A) realizado no municipio de Barcarena (2011-2012). Enquanto, as
amostras de soros de animais silvestres (25) foram provenientes do estudo “Avaliagdo das
alteragdes ambientais e sociais e sua influéncia no quadro nosoldgico nas areas de influéncia
das Minas de Ferro do Complexo Carajas Norte, Projeto Ferro Carajas S11D, Projeto Serra
Leste, Mina do Manganés do Azul e do Salobo" (ANEXO B), sendo dos municipios de

Parauapebas, Curionopolis, Canad dos Carajas, Terra Alta e Maraba. (Figura 10 e 11).

Figura 10 - Mapa da localizacdo das amostras de cies domésticos e animais silvestres.

domésticos e animais
silvestres.

; ¥
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. amostras de cdes
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Fonte: Protocolo de pesquisa utilizando o programa: www.mapchart.net, 2024
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As amostras bioldgicas de animais silvestres incluiram um total de 25 individuos,
distribuidos da seguinte forma: marsupiais (n = 3), pertencentes aos géneros Didelphis spp. e
Philander spp.; pequenos roedores (n = 4), dos géneros Necromys spp., Proechimys spp. €
Oxymycterus spp.; € raposas (n = 18), todas da espécie Cerdocyon thous. Além dessas, foram
analisadas 60 amostras de soro de caes domésticos (Canis familiaris). No total, 85 amostras de
soro (provenientes de animais silvestres e domésticos) foram submetidas a avaliagdao por ELISA

indireto e qPCR (Tabela 1).

Tabela 1 - Quantidade de animais silvestres ¢ doméstico

Categoria Género/Espécie Quantidade
Marsupiais Didelphis spp, Philander spp 3
Pequenos roedores Necromys spp, Proechimys spp, 4
Oxmycteryus spp
Raposa Cerdocyon thous 18
Caes Canis familiares 60
TOTAL - 85

Fonte: Protocolo de pesquisa, 2025

No teste soroldgico (ELISA indireto IgG), foram utilizados soros-controle positivos e
negativos ja padronizados na rotina do Laboratorio de Sorologia de Leishmanioses ‘Prof. Dr.
Ralph Lainson’, do Instituto Evandro Chagas (IEC). Os soros controle negativos de caes foram
obtidos de animais domiciliados em Belém, uma area ndo endémica para leishmanioses. Esses
caes ndo apresentavam sinais clinicos da doenca e eram negativos para leishmaniose visceral
canina (LVC) nos testes sorologicos (RIFI-IgG). J4 os soros-controle positivos eram
provenientes de caes infectados com L. (L.) chagasi, confirmados por cultura, PCR, sorologia
positiva para LVC e presenga de sinais clinicos compativeis com a doenga.

Para os testes realizados em animais silvestres, foram utilizados como controles
negativos cinco amostras de animais que apresentaram resultados negativos nas andlises
sorologicas (RIFI e ELISA) e moleculares.

Vale destacar que todos os soros-controle foram utilizados durante a realiza¢do do
ELISA - indireto, seguindo rigorosamente o protocolo estabelecido pelo laboratério de
leishmanioses ‘Prof. Dr. Ralph Lainson’.

Para a qPCR, foram utilizados como controles positivos trés cepas de L. (L.) chagasi,
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previamente isoladas, caracterizadas e mantidas em cultivo in vitro: MCER/BR/1981/6445
(Salvaterra, Para), MCAO/BR/2010/M27840 (Barcarena, Pard) e MHOM/HD/2017/M32502
(Amapala District, Honduras) (Tabela 2). Além das cepas, também foi incluido como controle
positivo um soro de cdo doméstico com resultado positivo tanto na qPCR quanto nas analises
soroldgicas (RIFI e ELISA - IgG).

Como controles negativos, foram utilizados o NTC (controle sem template, contendo
apenas agua ultrapura) e um soro de cao doméstico proveniente de area ndo endémica para
leishmaniose (GOLCAVES et al., 2019). Esse cdo apresentou resultados negativos tanto para

a qPCR quanto para as metodologias sorologicas (RIFI e ELISA - IgG).

Tabela 2 - Cepas de L. (L.) chagasi provenientes do criobanco do laboratorio de Leishmanioses “Prof. Dr. Ralph

Lainson”
Espécie Cepas
Leishmania (L.) chagasi MCER/BR/1981/6445/Salvaterra/Para®
Leishmania (L.) chagasi MCAO/BR/2010/M27840/Barcarena-Para®
Leishmania (L.) chagasi MHOM/HD/2017/M32502/Amapala District/Honduras®

Fonte: Protocolo de pesquisa, 2024. (a) Isolado de raposa (Cerdocyon thous); (b) Isolado de cao (Canis
familiaris); (c) Isolado de paciente com Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA).

3.3. ENSAIO IMUNOENZIMATICO — ELISA INDIRETO

A deteccao de anticorpos IgG nos soros foi realizada em microplacas de poliestireno de
fundo plano com 96 pogos. Antes da sensibilizagdo das placas, a concentragao de proteinas
soluveis do antigeno foi determinada pelo método de Bradford (BRADFORD, 1976), com o
objetivo de padronizar a concentragdo proteica a ser utilizada.

As placas foram entdo sensibilizadas com antigeno solivel de amastigotas de
Leishmania (L.) chagasi, na concentracdo de 10 pg/mL, diluido em tampdo carbonato-
bicarbonato 0,1 M (pH 9,5). A incubacao foi realizada em camara umida, durante a noite, sob
refrigeragao (4°C).

No dia seguinte, as placas foram lavadas com solucao tampao fosfato 0,1 M (pH 7,2)
contendo 0,05% de Tween-20 (PBS-T). Posteriormente, foi realizada a etapa de bloqueio com
albumina bovina a 10% em PBS, incubada por 2 horas a 37°C, também em camara timida,
seguida de nova lavagem com PBS-T.

As amostras de soro foram entdo adicionadas aos pocos (100 pL), na dilui¢do de 1:400
em PBS-T, e incubadas por 1 hora a temperatura ambiente. Em seguida, foi adicionado o

conjugado anti-IgG canino (para as amostras de canideos — caes domésticos e raposas) ou anti-
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IgG de rato (para pequenos roedores e marsupiais), ambos conjugados a fosfatase alcalina. Os
conjugados foram utilizados na diluicdo de 1:2000 em PBS-T (100 puL por pogo), com
incubagao por 45 minutos a 37°C.

Para o desenvolvimento da reagdo, foi utilizado o substrato cromogénico p-
nitrofenilfosfato (PNPP-Sigma), diluido em tampao carbonato-bicarbonato. Apés adigao de 100
uL do substrato por pogo, as placas foram incubadas por 30 minutos a temperatura ambiente. A
leitura foi realizada em espectrofotdmetro com filtro de 405 nm (LIMA et al., 2017).

Os resultados foram considerados reagentes quando os valores de densidade Optica
foram iguais ou superiores a trés desvios-padrdo em relagdo ao ponto de corte (cut-off),
estabelecido com base nos resultados dos controles negativos (LIMA et al., 2017; VOLLER,
BIDWELL; BARLETT, 1976).

3.4. CULTIVO DE PROMASTIGOTAS DE LEISHMANIA SP

Foram utilizadas formas promastigotas de L. (L.) chagasi (MCER/BR/1981/6445 —
Salvaterra/Para; MCAQO/BR/2010/M27840 — Barcarena/Para; e MHOM/HD/2017/M32502 —
Amapala District/Honduras) como controle positivo nas reacdes de qPCR, conforme descrito
anteriormente (Tabela 2). Além disso, cepas causadoras de leishmaniose tegumentar
americana (LTA) e de Trypanosoma sp. foram incluidas para a avaliacao da especificidade da
reacdo (secdo 3.7.4), sendo elas: IFLA/BR/1967/PH8 — Leishmania (Leishmania)
amazonensis, MHOM/BR/1975/M2904  —  Leishmania  (Viannia)  braziliensis;
MHOM/BR/1996/M 15729 — Leishmania (Viannia) lindenbergi; MROD/BR/2022/M34432 e
MROD/BR/2022/M34439 — Trypanosoma sp.

Todas as cepas foram obtidas a partir do criobanco do Laboratorio de Leishmanioses
do Instituto Evandro Chagas (IEC) ‘Prof. Dr. Ralph Lainson’. Inicialmente, os parasitos foram
cultivados em meio NNN e, posteriormente, transferidos para meio RPMI 1640 (isento de
fenol vermelho), pH 7,2, suplementado com 10% de soro bovino fetal e 1% de
penicilina/estreptomicina, para a obtengdo de formas promastigotas em fase estaciondaria.

Ap0s trés repiques consecutivos, as formas promastigotas foram lavadas trés vezes
com solugdo salina fosfatada (PBS: 14 mM NaCl; 2,5 mM NaH:PO.-H20; 7,4 mM Na:HPOu;
pH 7,2), por centrifugacdo a 3.000 rpm por 5 minutos. Os pellets obtidos foram entdo
armazenados a -20°C até a utilizacdao nas analises (RAMOS et al., 2009; SILVEIRA et al.,
2021a).
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Tabela 3 - Cepas usadas no teste de especificidade provenientes do criobanco do laboratorio de Leishmanioses

“Prof. Dr. Ralph Lainson”.

Espécies Cepas
Leishmania (L.) amazonensis IFLA/BR/1967/PHS8
Leishmania (V.) braziliensis MHOM/BR/1975/M2904
Leishmania (V.) lindenbergui MHOM/BR/1996/M15729
Trypanossoma sp. MROD/BR/2022/M34432
Trypanossoma sp MROD/BR/2022/M34439

Fonte: Protocolo de pesquisa, 2025

3.5. EXTRACAO DE DNA DE SORO A PARTIR DE AMOSTRAS DE CAES E
ANIMALIS SILVESTRES

O DNA foi extraido tanto das amostras de soros de cdes domésticos, soros de animais
silvestres quanto das cepas de cultura padrao de leishmaniose visceral utilizando-se o kit:
ReliaPrep™ gDNA Tissue Miniprep System (Promega Corporation, USA), conforme
recomendagdes do fabricante (PROMEGA CORPORATION, 2013).

3.6. QUANTIFICACAO E QUALIDADE DAS AMOSTRAS DE DNA EXTRAIDAS

A quantificagdo das amostras extraidas de DNA de soro foi realizada com equipamento
Qubit Q32857 Fluorometer (Invitrogen USA), de acordo com as recomendagdes do fabricante.
Foi utilizado como parametro dos testes de biologia molecular a quantidade de 25-28 uM de

DNA.

3.7. TESTES DE PCR EM TEMPO REAL PARA VALIDACAO DO DIAGNOSTICO
COM SORO

3.7.1. Teste de Viabilidade dos Iniciadores e Sonda

Para verificar preliminarmente o funcionamento dos kits utilizados nos testes, foi
realizado um teste piloto. Nesta etapa, foram utilizados como controles positivos o0 DNA
extraido de cepas padrio de L. (L.) chagasi e de soro de cdes domésticos positivos para LVC,
previamente caracterizados e utilizados rotineiramente no setor de Sorologia do LLEISHRL.
Como controle negativo, utilizou-se DNA extraido de soro de um cdo doméstico proveniente
da Regiao Metropolitana de Belém, também utilizado como controle de rotina no setor, com

diagnéstico negativo para LVC.
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Todas as amostras foram submetidas ao processo de amplificacdo utilizando os
iniciadores  Leish-1  (5’-AACTTTTCTGGTCCTCCGGGTAG-3’) e Leish-2 (5’-
ACCCCCAGTTTCCCGCC-3).

A reacdo de qPCR foi realizada em um volume final de 20 pL, contendo: 1 uM de cada
primer, 10 pL de GoTaq® Probe qPCR Master Mix (2x), 0,2 uM da sonda TagMan®-MGB
Probe (FAM-5’-AAAAATGGGTGCAGAAAT-3’-non-fluorescent quencher-MGB; Applied
Biosystems, EUA) e CXR Reference Dye diluido na propor¢ao de 2 uLL por mL de GoTaq®
Probe utilizado. As condi¢des de amplificacdo seguiram o seguinte protocolo: desnaturagao
inicial a 95 °C por 2 minutos, seguida de 40 ciclos de desnaturacdo a 95 °C por 15 segundos e
anelamento/extensdo a 60 °C por 1 minuto. As reagdes foram conduzidas no equipamento
AriaMx Real-Time PCR System (Agilent Technologies), conforme descrito por FERNANDES
et al. (2019) e FRANCINO et al. (2006).

3.7.2. Otimizacio das condicoes ideais de reacao

3.7.2.1. Teste das Concentragao dos Iniciadores

Foi realizada uma matriz de diferentes combinagdes de concentracdes dos primers
Forward e Reverse (1000, 900, 700, 500 ¢ 200 nM), a fim de identificar a condi¢ao ideal dos
primers a serem utilizados. As amostras utilizadas incluiram DNA da cepa padrao de L. (L.)
chagasi (20-30 ng/uL) e NTC (agua ultrapura). As reagdes foram realizadas conforme o

protocolo de mix e de ciclagem da etapa anterior (topico 3.7.1).

3.7.2.2. Teste das Concentragdes da Sonda

Testaram cinco concentragdes da sonda (250nM, 200nM, 150nM, 100nM e 50nM),
mantendo os primers a 500nM. As reacdes foram executadas em duplicata com os mesmos
controles da etapa anterior e realizadas conforme o protocolo de mix e de ciclagem da etapa
anterior (topico 3.7.1). O objetivo foi verificar o menor valor de sonda capaz de garantir

sensibilidade e especificidade adequadas.
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3.7.3. Avaliacao da Eficiéncia da Reacao

Uma curva padrdo foi construida com diluigdes decimais seriadas do DNA da cepa
MCAO/BR/2010/M27840 (de 1/10* a 1/10%), As reagdes foram executadas em duplicata com
os mesmos controles da etapa anterior e realizadas conforme o protocolo de mix e de ciclagem
da etapa anterior (topico 3.7.1).

Os valores de Cq (quantification cycle ou quantificacdo por ciclo) obtidos em cada
dilui¢do foram plotados em fun¢do do logaritmo da concentragdo relativa de DNA, gerando
uma curva padrdo. A partir desta, foram calculados o coeficiente de determinagdo (R?), a
eficiéncia da reagdo e o slope (coeficiente angular da reta) (BUSTIN et al., 2009; KUBISTA et
al., 2006), utilizando a equacao:

E=(10""51P—1)x100

Esses parametros permitiram a determinacdo da faixa dindmica linear, caracterizada
pelas diluicdes em que houve amplificacdo eficiente e linear, além do limite de detec¢ao (LOD),
definido como a menor concentracdo detectavel com consisténcia entre as réplicas (BUSTIN et

al., 2009; KUBISTA et al., 2006).

3.7.4. Avaliacao da Especificidade da Reacio

Para testar a especificidade dos primers e da sonda, foram incluidas amostras de DNA
de diferentes espécies de Leishmania causadoras de leishmaniose tegumentar americana (LTA):
Leishmania (L.) amazonensis (IFLA/BR/1967/PHS8); Leishmania (V.) braziliensis:
(MHOM/BR/1975/M2904); Leishmania (V.) lindenbergui (MHOM/BR/1996/M15729) e de
Trypanosoma sp.: MROD/BR/2022/M34432; MROD/BR/2022/M34439 , além da cepa padrao
de L. (L.) chagasi (controle positivo) e NTC (controle negativo). As reagdes seguiram o

protocolo padrao de qPCR apresentado nas etapas anteriores (topico 3.7.1).

3.7.5. Avaliacao dos Limites de Detec¢io

Para avaliar a sensibilidade e a especificidade do protocolo de qPCR na detec¢do de
DNA de L. (L.) chagasi em amostras de soro animal, foi conduzido um teste com um painel
composto por amostras positivas e negativas para LVA, bem como por amostras positivas para

outros patdogenos.
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Foram testadas 85 amostras de soro, divididas em trés grupos:

e  Grupo 1: 30 amostras com resultado positivo no teste RIFI para anticorpos IgG contra L.
L. (chagasi), provenientes de area endémica -Barcarena/PA- previamente testadas no
Instituto Evandro Chagas (IEC) (DE JESUS et al., 2016).

e  Grupo 2: 30 amostras com resultado negativo no teste RIFI para anticorpos IgG contra L.
L. (chagasi), residentes em areas ndo endémicas para LVA, especificamente na Regido
Metropolitana de Belém (PA) (DE JESUS et al., 2016).

e Grupo 3: 25 amostras de soro de animais silvestres, previamente classificadas como
positivas ou negativas para LVA, conforme descrito na se¢do 3.2.

e Todas as reagdes de qPCR foram realizadas em duplicata, com inclusdo de um controle
negativo (NTC — controle sem template) e um controle positivo, cepa padrao de L. (L.)
chagasi (MCAO/BR/2010/M27840), diluidas a 1/1.000.000.

Os resultados obtidos na qPCR foram posteriormente comparados aos resultados do

ELISA, com o objetivo de avaliar o desempenho diagndstico do protocolo molecular frente ao

método soroldgico de referéncia.

3.7.6. Avaliacio dos soros de cies domésticos e animais silvestres por qPCR

As reagoes foram executadas em duplicata com os mesmos controles da etapa anterior e
realizadas conforme o protocolo de mix e de ciclagem da etapa anterior (topico 3.7.1).

Para o teste de sensibilidade, com o objetivo de avaliar a capacidade dos primers e da
sonda em detectar amostras sorologicas positivas para LVA, foram analisadas 30 amostras de
soro de caes domésticos, proveniente de regido endémica, previamente classificados como
positivos pelo teste ELISA - indireto, conforme descrito no ANEXO C

Para realizar o teste clinico de especificidade, ou seja, avaliar o quao especificos eram
os primers e a sonda frente a amostras sorologicas negativas para LVA, foram analisadas 30
amostras de soro de cades domésticos, provenientes de area nao endémica, previamente
classificados como negativos pelo teste ELISA - indireto, conforme apresentado na ANEXO C.

E por fim, para avaliacdo das amostras de animais silvestres, foi conduzido um teste com
diferentes amostras de soro, previamente classificadas como positivas e/ou negativas para LVA

por ELISA - indireto, conforme apresentado na ANEXO C.
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3.7.7. Analise de estruturas moleculares primers e sondas

Para investigar possiveis problemas de especificidade dos primers e da sonda, foi
realizado uma andlise in silico entre as sequéncias dos oligonucleotideos utilizados (primers
forward, reverse e sonda).

Para verificar a especificidade dos oligonucleotideos utilizados no ensaio de qPCR, foi
empregada a ferramenta Primer-BLAST NCBI (National Center for Biotechnology
Information). Essa plataforma combina o algoritmo BLAST com critérios de desenho de
primers, permitindo simular o pareamento dos oligonucleotideos com sequéncias gendmicas
depositadas em bancos de dados publicos. Dessa forma, foi possivel identificar possiveis
reagdes cruzadas com genomas de outras espécies, especialmente com organismos
geneticamente proximos, como outras espécies de Leishmania ou de Trypanosomatidae. A
ferramenta se mostrou essencial para avaliar se os primers e a sonda utilizados sdo de fato
especificos para L. (L.) chagasi ou se apresentam potencial para amplificacdo inespecifica
(KATOH; ASIMENOS; TOH, 2009; KHAN; CHEUNG, 2020; ZHANG et al., 2025).

Para complementar a analise e avaliar o posicionamento dos oligonucleotideos em
relagdo a sequéncia-alvo, foi realizado um alinhamento multiplo utilizando o MAFFT (Multiple
Alignment using Fast Fourier Transform). Essa ferramenta bioinformatica ¢ amplamente
utilizada para comparar sequéncias genéticas de diferentes isolados, espécies ou variantes,
permitindo observar regides conservadas e variantes na sequéncia do minicirculo kDNA
(KATOH; ASIMENOS; TOH, 2009; KHAN; CHEUNG, 2020; ZHANG et al., 2025). A partir
do alinhamento, foi possivel verificar se os oligonucleotideos estavam ancorados em regides
altamente conservadas e especificas de L. (L.) chagasi, ou se também reconheciam regides
compartilhadas com outras espécies do mesmo subgénero, o que poderia comprometer a
especificidade diagndstica do sistema. Dessa forma, as sequéncias dos primers, da sonda e de
diferentes espécies de patogenos de interesse (incluindo Leishmania sp. e outros
tripanosomatideos) foram organizadas em formato FASTA e submetidas ao alinhamento
utilizando o parametro --auto, que permite a0 MAFFT selecionar automaticamente o algoritmo
de alinhamento mais adequado, considerando as caracteristicas das sequéncias.

Por fim, foi utilizada o software Geneious para realizar a analise fisico-quimica dos
oligonucleotideos, incluindo parametros como temperatura de dissociacdo (Tm), conteudo de
GC, estabilidade térmica e estruturas secundarias (potencial de formagao de dimeros e hairpins).

E a ferramenta online RNAfold web server para a visualizagdo dessas estruturas secundarias.
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Essas propriedades sdo fundamentais para garantir o bom desempenho dos primers e da sonda
em reagoes de qPCR, uma vez que influenciam diretamente na eficiéncia de hibridizacao, na
especificidade e na estabilidade da amplificacdo. A avaliacdo desses pardmetros permitiu
identificar possiveis limitagdes no desenho dos oligonucleotideos, contribuindo para uma
interpretagdo mais critica dos resultados laboratoriais e para a identificacdo de fatores que
possam ter comprometido a especificidade ou a sensibilidade da reacdo (KATOH; ASIMENOS;
TOH, 2009; KHAN; CHEUNG, 2020; ZHANG et al., 2025).

3.8. ANALISE ESTATISTICA

As analises estatisticas dos resultados foram realizadas utilizando o software BioEstat,
versdo 5.0 (AYRES et al., 2007), considerando um nivel de significancia de 95% (p < 0,05). A
normalidade das distribui¢cdes das amostras foi avaliada por meio do teste de Shapiro-Wilk. Para
comparagdo entre grupos com distribuicdo paramétrica, aplicou-se a analise de varidncia
(ANOVA) de um critério. Para dados ndo paramétricos, utilizou-se o teste de Kruskal-Wallis.
A precisdo das reagdes de qPCR foi avaliada por meio do Coeficiente de Variagao
(CV%), calculado entre as duplicatas de cada concentracao testada. A eficiéncia da reacdo foi
determinada por regressao linear, utilizando a curva padrao (logaritmo da concentragao relativa
de DNA versus valores de Cq).
Para a analise dos resultados obtidos no painel de amostras (positivas e negativas para
LVA), foi aplicado o Teste Exato de Fisher, com o objetivo de comparar a frequéncia de
resultados positivos e negativos obtidos pelo qPCR em diferentes grupos de amostras (animais
domésticos e silvestres).
Adicionalmente, foram calculados os seguintes pardmetros de desempenho diagndstico:
e Sensibilidade: capacidade do qPCR em identificar os soros de animais positivos
(verdadeiros positivos);
o Especificidade: capacidade do qPCR em identificar os soros de animais negativos
(verdadeiros negativos);
e Valor Preditivo Positivo (VPP): propor¢ao de amostras positivas pelo qPCR que também
foram positivas pelo teste de referéncia (ELISA);
e Acuracia: proporc¢do total de classificagdes corretas (verdadeiros positivos e verdadeiros
negativos) em relacdo ao numero total de amostras avaliadas;
e Fl-score: métrica que combina sensibilidade e precisdo, especialmente relevante em

cendrios com desequilibrio entre classes;
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« Indice Kappa de Cohen: avaliado para determinar o grau de concordancia entre os
resultados obtidos pelo qPCR e pelo ELISA. A interpretagao dos valores de Kappa seguiu
os seguintes critérios: < 0: discordancia; 0—0,20: pouca concordancia; 0,21-0,40: fraca;

0,41-0,60: moderada; 0,61-0,80: substancial; 0,81-1,0: quase perfeita.

3.9. ASPECTOS ETICOS E BIOSSEGURANCA

Aprovacio da Comissdo de Etica no Uso de Animais do Instituto Evandro Chagas
(CEUA/IEC) (ANEXO A, ANEXO B). Todos os procedimentos técnicos no laboratorio foram
realizados observando-se as normas e critérios pré-estabelecidos e exigidos pela Comissao

Técnica Nacional de Biosseguranca (CTNBi0).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. VIABILIDADE DOS INICIADORES, SONDA de qPCR

Para garantir a viabilidade do sistema de deteccdo por qPCR, foi realizado um teste
piloto utilizando primers e sonda previamente descritos na literatura para detec¢ao de L. (L.)
infantum (FERNANDES et al., 2019; FRANCINO et al., 2006). Os primers Leish-1 e Leish-2,
bem como a sonda TagMan® utilizada, foram desenhados com base em estudos anteriores que
utilizaram como alvo o DNA do minicirculo (kDNA) do kinetoplasto, regido altamente
conservada e amplamente utilizada como marcador molecular devido a sua alta copia por célula
e especificidade para o género Leishmania (CHICHARRO et al., 2002; FERNANDES et al.,
2019; FRANCINO et al., 2006). Essa escolha baseou-se no fato de que a regidao do kDNA
minicircular ¢ uma das mais sensiveis para detec¢do do parasito, sendo particularmente til em
amostras com baixa carga parasitaria, como o soro, que geralmente ndo ¢ detectavel por PCR
convencional (MARY et al., 2004; NICOLAS et al., 2002).

A técnica de qPCR foi escolhida por oferecer maior sensibilidade e especificidade em
comparagdo a PCR convencional (CASTELLI et al., 2021; RIHS et al., 2025a). Enquanto a
PCR tradicional requer uma carga parasitaria mais elevada para detecc¢ao visual por eletroforese,
a qPCR ¢ capaz de detectar mesmo pequenas quantidades de DNA, com alta precisdo, o que a
torna ideal para amostras como soro, onde a presenca de DNA do parasito pode ser limitada.
Além disso, a qPCR permite a quantificagdo da carga parasitaria e monitora a amplificacdo em
tempo real por meio da fluorescéncia emitida durante a degradagao da sonda (MARCELINO et
al., 2020; PAIVA-CAVALCANTI; REGIS-DA-SILVA; GOMES, 2010).

Foram testados em duplicata, os controles positivos provenientes da mesma espécie (L.
(L.) chagasi), porém de cepas isoladas de individuos diferente
(MCAO/BR/2010/M27840/BarcarenaPara, MHOM/HD/2017/M32502/AmapalaDistrict/Hond
uras, MCER/BR/1981/6445/Salvaterra/Pard). Foi utilizado também como controle positivo um
soro de cao positivo e para controle negativo foi utilizado um soro de cdo negativo de regiao
nao endémica, ambos levando em conta métodos moleculares (QPCR) e métodos soroldgico
(RIFI e ELISA). Por fim, foi utilizado também o NTC (Controle sem template), no qual leva

somente adgua ultrapura e mix da reacdo.
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Figura 11 — Grafico de amplificacdo de qPCR do Teste Piloto - Fluorescéncia x Ciclos.
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Fonte: Autoria propria (2025).

NTC (Controle sem template);

CP - Controle Positivo;

CN - Controle Negativo;
'MCAO/BR/2010/M27840/Barcarena-Par3;
2MHOM/HD/2017/M32502/Amapala/Honduras;
SMCER/BR/1981/6445/Salvaterra/Para.

Na Figura 11, os trés isolados positivos de L. (L.) chagasi — provenientes de cdo,
humano e raposa — apresentaram valores baixos de Cq (entre 9,69 e 10,89), indicando alta
carga parasitaria e confirmando a eficiéncia do ensaio qPCR na detec¢do do DNA do parasito.
Esses resultados estdo em conformidade com a literatura, que destaca 0 kKDNA como uma regiao
altamente conservada e sensivel para detec¢ao molecular em diferentes espécies e hospedeiros
(CECCARELLI et al., 2014; FERNANDES et al., 2019; FRANCINO et al., 2006)

O controle positivo de soro canino também foi detectado (Cq = 29,90), demonstrando
que a qPCR com os primers Leish-1 e Leish-2 ¢ eficaz mesmo em matrizes mais complexas,
como o soro. Isso reforga a vantagem da qPCR sobre a PCR convencional, principalmente em
casos de baixa carga parasitaria ou infeccdo subclinica (MARY et al., 2004; PAIVA-
CAVALCANTI; REGIS-DA-SILVA; GOMES, 2010). O uso de sondas TagMan® contribui
para a maior especificidade do ensaio e reduz falsos positivos (PERIS et al., 2021).

A analise estatistica dos valores de Cq foi iniciada pelo teste de Shapiro-Wilk, que
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indicou distribui¢do ndo normal (p = 0,0087), justificando o uso de testes ndo paramétricos. O
teste de Kruskal-Wallis comparou os trés isolados de cultura (CP1, CP2 e CP3) e nao apontou
diferengca significativa entre eles (p = 0,1561). Assim, optou-se pela cepa
MCAO/BR/2010/M27840 como referéncia para os experimentos seguintes.

A proximidade entre os valores de Cq dos isolados e a auséncia de diferenga estatistica
validam a escolha de uma tnica cepa bem caracterizada como controle positivo, favorecendo a
padronizacgdo, reprodutibilidade e comparabilidade dos ensaios (SILVA et al., 2016). Essa
decisdo esta alinhada aos objetivos do estudo, voltado ao desenvolvimento de métodos

moleculares aplicaveis a caes domésticos e animais silvestres.

Tabela 4 - Amplificacdo do teste de viabilidade de primers e sonda.

Concetracio Primer Concentracio Média do Cq

Amostra testadas

(Leish-1/ Leish-2) Sonda (ARn)
NTC (controle sem template + agua Sem Cq
ultrapura)*
Controle Negativo (Soro)* 30,24
1 uM de foward para 02 WM Controle Positivo (Soro)* 29,90
1 uM de reverse ks

Cultura 27840 (L. (L.) chagasi)* 10,89

Cultura 6445 (L. (L.) chagasi)* 9.96

Cultura 32502 (L. (L.) chagasi)* 10.64

Fonte: protocolo de pesquisa, 2025.

* Amostras testadas em duplicatas.

Durante o teste de viabilidade (Figura 11, Tabela 4), observou-se que o controle negativo
de soro canino apresentou amplificacdo com Cq = 30,24, enquanto o NTC (controle sem
template) ndo apresentou sinal, confirmando a auséncia de contaminag¢do nos reagentes ou na
montagem da placa.

A amplificagdo observada no soro negativo, com Cq proximo ao limite de deteccdo da
técnica, sugere a ocorréncia de amplificacdo inespecifica. Uma possivel causa sao interagoes
entre os oligonucleotideos e componentes da matriz do soro, ja que amostras de animais
sabidamente negativos podem conter outros patdégenos ou substancias interferentes (BUSTIN

etal.,2009; TAYLOR et al., 2010).
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Outro fator relevante ¢ a proximidade entre o Cq do soro negativo (30,24) e o do controle
positivo de soro (29,90), o que pode indicar ruido de fundo da reagdo. Esse tipo de sinal fraco ¢
compativel com reagdes no limite de detec¢do e pode nao refletir presenga real de DNA-alvo
(BUSTIN et al., 2009; TAYLOR et al., 2010).

A hipotese mais consistente, no entanto, ¢ a baixa especificidade dos oligonucleotideos
utilizados, especialmente da sonda. Essa suspeita foi refor¢ada por analises in silico que
apontaram falhas na ancoragem da sonda a sequéncia-alvo (KATOH; ASIMENOS; TOH, 2009;
KHAN; CHEUNG, 2020; ZHANG et al., 2025).

Como essa etapa ainda correspondia a fase inicial de padroniza¢do do ensaio, ndo era
possivel confirmar com seguranca se a amplificacdo observada se devia exclusivamente ao
desenho dos oligonucleotideos. Diante disso, optou-se por retirar o controle negativo bioldgico
(soro canino) das etapas seguintes. Essa decisdo foi fundamentada na auséncia de amplificacdo
no NTC, indicando que o sistema estava livre de contaminagao.

Assim, foi mantido apenas o NTC como controle de contaminag¢ao da reacdo, conforme
as diretrizes MIQE (BUSTIN, 2024), garantindo a confiabilidade técnica e a continuidade dos

experimentos.

4.2. OTIMIZACAO DAS CONDICOES IDEAIS DE REACAO DA qPCR

A etapa de otimiza¢do da concentragcdo dos primers ¢ fundamental para garantir o
desempenho adequado de uma reagdo de qPCR, especialmente em ensaios voltados a detecgao
de alvos com baixa carga parasitaria, como € o caso de L. (L.) chagasi em amostras diluidas. A
concentragdo ideal de primers, sonda e dilui¢ao ideal do controle positivo deve promover
amplificacdo eficiente, reprodutivel e, sobretudo, especifica - evitando amplificagdes
inespecificas, ruidos ou contaminagdes que possam comprometer os resultados. Essa
abordagem ¢ recomendada pela literatura como método padrdo para otimizagdo de qPCR
(BUSTIN, 2024; TAYLOR et al., 2019).

Para determinar qual concentragdo ideal de primer (tanto foward quanto reverse) foi
realizado o teste da matriz de sonda com as concentragdes: 1000nM, 900nM, 700nM, 500nM,
200nM. O grafico abaixo (Figura 12) é o resultado de uma qPCR, que demonstra a amplificacao
da carga parasitaria, através da fluorescéncia conforme a quantidade de ciclos realizados. Foram
testados em duplicata, os controles positivos (MCAO/BR/2010/M27840/Barcarena-Para,
proveniente de cdo (Canis familiaris). Foi utilizado como controle negtaivo o NTC, template,

no qual leva somente dgua ultrapura.
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Figura 12 - Grafico de amplificagdo de qPCR da matriz de primer - Fluorescéncia x Ciclos.
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Fonte: Protocolo de pesquisa, 2025.
NTC - Controle sem template;
CP! - Controle Positivo - MCAO/BR/2010/M27840/Barcarena-Para.

Durante a matriz de primers (Figura 12; Tabela 5), todas as concentragdes testadas
apresentaram amplificacdo consistente da cepa controle L. (L.) chagasi (M27840), com valores
de Cq variando entre 29,93 e 30,86. O NTC (controle sem template) foi negativo em todas as

condig¢des, descartando contaminac¢ao ou formacao de produtos inespecificos.



Tabela 5 - Amplificagdo de qPCR da matriz de primer
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Concetracao Primer Concentracao Amostra testadas Média do
(Leish-1/ Leish-2) Sonda Cq (ARn)
NTC ol sm el s
1000 nM de foward para g P
1000 nM d 200 nM
nilde reverse Cultura 27840 (L. (L.)
. 29,93
chagasi)*
NTC jEc,ontrolisem ten:plate Sem Cq
900 nM de foward para 200 1M agua ultrapura)
900 nM de reverse Cultura 27840 (L. (L.)
. 30,35
chagasi)*
NTC fc’ontrolisem ter;zplate Sem Cq
700 nM de foward para 200 oM dgua ultrapura)
700 nM de reverse Cultura 27840 (L. (L.)
: 30,86
chagasi)*
NTC (controle sem
template + agua Sem Cq
500 nM de foward para ultrapura)*
500 nM de reverse 200 nM
Cultura 27840 (L. (L.) 30,36
chagasi)*
N gy SemCa
200 nM de foward para 200 oM g P
200 nM de reverse Cultura 27840 (L. (L.) 022

chagasi)*

Fonte: Protocolo de pesquisa, 2025.

* Amostras testadas em duplicatas.

Para avaliar as diferentes concentragdes dos primers, foi inicialmente aplicado o teste

de normalidade de Shapiro-Wilk (p = 0,4777), indicando distribui¢do normal dos dados. Isso

permitiu o uso de testes estatisticos paramétricos mais robustos.

Em seguida, foi realizada uma ANOVA de um critério (One-Way ANOVA), a fim de

comparar os valores médios de Cq entre as concentragdes de primers. O resultado (p = 0,8077)

indicou auséncia de diferenca estatisticamente significativa entre os grupos, confirmando que

todas as concentragdes testadas foram igualmente eficazes na amplificagio do alvo. Esses dados

reforgam a robustez do sistema de qPCR e sua baixa dependéncia de variagdes na concentragao
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dos primers, conforme recomendado pelas diretrizes MIQE (BUSTIN, 2024).

Além disso, foi realizada a analise de repetibilidade por meio do coeficiente de variacao
(CV%), que mede a precisao entre as duplicatas de cada concentracdo (AYRES et al., 2007). A
analise de repetibilidade também demonstrou alta precisao, com CV% entre duplicatas inferior
a 5% para todas as concentragdes (variando de 1,72% a 3,63%), atendendo aos critérios de
qualidade preconizados para qPCR (BROEDERS et al., 2014; BUSTIN et al., 2009).

Adicionalmente a isso, nenhuma das concentragdes induziu amplificagdo no NTC,
incluindo a mais alta (1000 nM), o que indica auséncia de formagao de artefatos como dimeros
de primers. No entanto, concentracdes elevadas podem aumentar o risco de ruidos em ensaios
futuros, especialmente em matrizes bioldgicas mais complexas (TAYLOR et al., 2019).

Com base na combinacao entre desempenho técnico, economia de reagentes e seguranca
metodoldgica, a concentragdo de 500 nM foi considerada a mais adequada. Essa condicao
apresentou valor de Cq (30,36) compativel com as demais, garantindo sensibilidade, precisdo,
auséncia de artefatos e melhor relagao custo-beneficio. Além disso, esta em conformidade com
as diretrizes MIQE, que recomendam priorizar a menor concentracdo eficaz de
oligonucleotideos para aumentar a reprodutibilidade e reduzir riscos técnicos (BUSTIN, 2024;
BUSTIN et al., 2009).

Assim, definiu-se a concentracdo de 500 nM para os primers Leish-1 e Leish-2 como
padrdo para as etapas seguintes do estudo.

A otimizagao da concentragdo da sonda ¢ uma etapa fundamental para garantir a maxima
eficiéncia e especificidade de ensaios de qPCR que utilizam o sistema TagMan®. A
concentragdo inadequada da sonda pode impactar diretamente a fluorescéncia gerada durante a
amplificacdo, afetando a sensibilidade do ensaio e a confiabilidade dos resultados (BUSTIN,
2024; TAYLOR et al., 2019).

Para determinar qual concentragdo ideal de sonda, foi realizado o teste da matriz de
sonda, no qual testou diferentes concentragdes: 250nM, 200nM, 150nM, 100nM, 50nM. O
grafico (Figura 14) ¢ o resultado de uma qPCR, que demonstra a amplificagdo da carga
parasitaria, através da fluorescéncia conforme a quantidade de ciclos realizados. Foram testados
em duplicata, os controles positivos (MCAO/BR/2010/M27840/Barcarena-Para, proveniente de
cdo (Canis familiaris) e o NTC, template que leva somente agua ultrapura, como controle

negativo do teste.
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Figura 13 — Grafico de amplificacdo de qPCR da matriz de sonda - Fluorescéncia x Ciclos.
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Fonte: Protocolo de pesquisa, 2025.
NTC - Controle sem template;
CP! - Controle Positivo - MCAO/BR/2010/M27840/Barcarena-Para.

A matriz de concentragdo da sonda TagMan® apresentou resultados consistentes em
todas as condi¢des testadas (Tabela 6; Figura 13). Os valores de Cq variaram entre 31,08 e
33,68, com auséncia de amplificacdo no NTC em todas as concentracdes, evidenciando auséncia
de contaminacao ou formagao de produtos inespecificos.

O teste de normalidade de Shapiro-Wilk (p = 0,1828) confirmou que os dados
apresentaram distribuicdo normal, permitindo a aplicagio da ANOVA de um critério. O
resultado (p = 0,6516) indicou que ndo houve diferenga estatistica significativa entre os valores
médios de Cq nas diferentes concentragcdes, demonstrando que todas foram eficazes na detec¢ao
do alvo.

A repetibilidade foi avaliada por meio do coeficiente de variagdo (CV%). As
concentragdes de 100 nM, 150 nM e 200 nM apresentaram CVs abaixo de 5% (1,35%, 4,39%
e 2,17%, respectivamente), indicando alta precisdo. Em contraste, 250 nM (CV = 6,36%) e 50

nM (CV = 11,76%) demonstraram maior variabilidade, sendo consideradas inadequadas para
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Tabela 6 - Resultados Matriz de Sonda
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Concetraciao Primer Concentracio Amostra testadas Média do Cq
(Leish-1/ Leish-2) Sonda (ARn)
NTC (controle sem
500 nM de foward fe"ﬂl?lafe + dgua Sem Cq
para 500 nM de 250 nM ultrapura)
reverse Cultura 27840 (L. (L.)
% 31,38
chagasi)
NTC (controle sem
500 nM de foward tem{’late +agua Sem Cq
para 500 nM de 200 nM ultrapura)
reverse Cultura 27840 (L. (L.)
31,25
chagasi)*
NTC (controle sem
500 nM de foward femzi’lafe + dgua Sem Cq
para 500 nM de 150 nM ultrapura)
reverse Cultura 27840 (L. (L.)
. 31,08
chagasi)*
NTC (controle sem
500 nM de foward femﬁ?lale *égua Sem Cq
para 500 nM de 100 nM ultrapura)
reverse
Cultura 27849 (L. (L.) 32.84
chagasi)*
NTC (controle sem
500 nM de foward fe"ﬂlﬂafe + dgua Sem Cq
para 500 nM de 50 nM ultrapura)
reverse
Cultura 27840 (L. (L.) 33,68

chagasi)*

Fonte: Protocolo de pesquisa, 2025.

* Amostras testadas em duplicatas.

Dentre as concentragdes testadas, 200nM foi selecionada como ideal por apresentar Cq

de 31,25 — um dos menores valores entre as condigdes —, aliando sensibilidade, precisao,

menor consumo de reagentes e as andlises principalmente entre os CV% (2,17%,) que

demonstraram que estd concentracdo era a ideal entre as testadas. Essa escolha estd em
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conformidade com as diretrizes MIQE, que recomendam utilizar a menor concentragdo eficaz
possivel para otimizar custo-beneficio e minimizar riscos de artefatos (BUSTIN, 2024;
BROEDERS et al., 2014). Além disso, concentracdes mais baixas, como 100 nM e 50 nM,
apresentaram uma tendéncia de aumento do Cq (32,84 e 33,68, respectivamente), o que, embora
tecnicamente aceitdvel, indica uma leve perda na eficiéncia de detecg¢do, especialmente
relevante quando aplicadas a matrizes biolodgicas mais complexas ou com baixa carga
parasitaria (DE ASSIS et al., 2009; GALLUZZI et al., 2018).

Assim, definiu-se a concentragdo de 200nM como padrdo para a sonda TagMan®,
garantindo um sistema de qPCR sensivel, preciso e adequado para a detec¢do do DNA de L.
(L.) chagasi em soros caninos e silvestres, mesmo em situagdes de baixa carga parasitaria.

A construcao da curva de diluicao seriada € uma etapa fundamental na padronizagao de
protocolos de qPCR, pois permite avaliar o desempenho analitico do ensaio em termos de
sensibilidade, linearidade e reprodutibilidade (BROEDERS et al., 2014; ZHANG et al., 2021).

Para esta etapa, utilizou-se a mesma cepa L. (L.) chagasi (MCAO/BR/2010/M27840),
previamente validada, para gerar diluicdes decimais seriadas de 1/10* a 1/10%. As amostras
foram testadas em duplicata, utilizando primers Leish-1/Leish-2 a 500 nM, sonda a 200 nM e
NTC como controle negativo.

As curvas de amplificacdo (Figura 14) mostraram perfis tipicos, com separagio
progressiva dos Cq conforme a dilui¢do. A curva padrdo (Figura 16) apresentou excelente
linearidade entre o log da concentragdo e os valores de Cq, com R? = 0,996, confirmando
reprodutibilidade entre as duplicatas e bom ajuste do modelo. Segundo as diretrizes MIQE
(BUSTIN et al., 2009), esse coeficiente ¢ considerado ideal para validagdo de ensaios
quantitativos.

A eficiéncia da reacgao foi de 110,4%, com slope de -3,035, valor ligeiramente acima da
faixa ideal (90-110%), porém ainda aceitdvel, especialmente em amostras com DNA de alta
qualidade. Essa leve variagdo ndo compromete a confiabilidade dos resultados. De acordo com
KUBISTA et al. (2006), reacdes com eficiéncia entre 80% e 120% ainda podem ser
consideradas validas, desde que os controles sejam consistentes e os dados sejam reprodutiveis,
como verificado nesta etapa. Esses parametros confirmam a adequacao do ensaio para deteccao

quantitativa do DNA de L. (L.) chagasi (TAYLOR et al., 2019).
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Figura 14 - Grafico de amplificagdo de qPCR com diferentes diluicdes do controle positivo- Fluorescéncia x
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Fonte: Protocolo de pesquisa, 2025.
NTC - Controle sem template;
CP! - Controle Positivo - MCAO/BR/2010/M27840/Barcarena-Para.

Figura 15 - Curva padrao construida a partir de padroes de DNA do controle positivo - Cq x nanogramas.
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Como mostra a tabela 7, os valores médios de Cq aumentaram progressivamente com a
diluicao, de 21,91 (1/10%) até 34,06 (1/108), estabelecendo o limite de deteccao (LOD) do ensaio
em Cq aproximadamente 34. Essa sensibilidade est4 de acordo com estudos prévios sobre alvos
kDNA de Leishmania, que destacam a capacidade desses sistemas em detectar parasitas mesmo
em baixas concentragdes (CECCARELLI et al., 2014; FRANCINO et al., 2006).

A faixa linear ficou definida entre 1/10* e 1/10%, permitindo quantificagao precisa do
DNA alvo em ampla variacdo de cargas parasitdrias — essencial para andlise de soros de

animais assintomaticos ou silvestres (MARY et al., 2004; ZHANG et al., 2021).

Tabela 7 - Curva de dilui¢ao do controle positivo.

Concetracio

Pri.mer Concentracio Amostra Diluicdio Z{)égi: R(ARn) Slope(ARn) Eficiéncia
(Le.tsh-l/ Sonda testadas (ARn) (%)
Leish-2)

500 nM de Cultura

f?év(i’ﬁifif 200 nM (2L7.8(41t(,)) 1/10.000% 21,91 0,996 -3,035 110,4
reverse chagasi)

500 nM de Cultura

f;’ggﬁv}’?: 200 nM é?g(if)) 1/100.000% 25,11 0,996 -3,035 110,4
reverse chagasi)

500 nM de Cultura

fg(‘)”(;’;‘;g?i‘;a 200 nM (228(4;.)) 1/1.000.000* 28,38 0,996 -3,035 110,4
reverse chagasi)

500 nM de Cultura

Joward bt 500 (2147,8(13 1/10.000.000% 31,77 0996  -3,035 1104
reverse chagasi)

500 nM de Cultura

Joward DAt 500 é?g(if)) 1/100.000.000% 34,06 0,996  -3,035 1104
reverse chagasi)

Fonte: Protocolo de pesquisa, 2025.

* Amostras testadas em duplicatas.

A andlise estatistica confirmou a consisténcia dos dados. O teste de Shapiro-Wilk (p =
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0,03709) indicou que os dados ndo seguem distribuicdo normal. Assim, foi aplicado o teste de
Kruskal-Wallis, que nao apontou diferenca estatisticamente significativa entre as dilui¢des (p =
0,0683), validando a escolha da diluicao de 1/10° como representativa da faixa linear.

Entre as dilui¢des, a de 1/10¢ (Cq médio = 28,38) foi escolhida como ponto de referéncia
para os ensaios subsequentes. Este valor se encontra no centro da curva, garantindo
amplificacao na fase exponencial e reduzindo riscos de saturacao ou de variabilidade associada
ao limite de deteccao (BROEDERS et al., 2014; KUBISTA et al., 2006; MARY et al., 2004;
ZHANG et al., 2021). Em sintese, a curva padrao demonstrou que o ensaio de qPCR

padronizado € sensivel, especifico e reprodutivel, com alta eficiéncia e ampla faixa de deteccao.

4.3. AVALIACAO DA ESPECIFICIDADE DA REACAO de gPCR

A avaliacdo da especificidade analitica ¢ fundamental em protocolos de qPCR voltados
ao diagnostico molecular, pois verifica se os primers ¢ a sonda utilizados detectam
exclusivamente o DNA do agente alvo — neste caso, L. (L.) chagasi, causadora da leishmaniose
visceral americana (LVA) — frente a outras espécies do mesmo género ou organismos
filogeneticamente relacionados (BROEDERS et al., 2014; SUN et al., 2023).

Para isso, realizou-se um teste de especificidade com DNA de diferentes espécies de
Leishmania (PHS8, M2904, M15729) e Trypanosoma sp. (M34432 ¢ M34439), testadas em
duplicata com primers Leish-1/Leish-2 a 500 nM e sonda a 200 nM. O NTC, contendo apenas
agua ultrapura, foi utilizado como controle negativo.

Como mostrado na figura 17 e tabela 8, todas as amostras ndo alvo apresentaram
amplificacao, com Cq variando de 28,78 a 37,38, o que caracteriza amplificacao inespecifica.
Esse resultado ¢ incompativel com a especificidade esperada, especialmente para espécies fora
do complexo L. donovani, que sdo o alvo primario dos primers testados (FERNANDES et al.,
2019; FRANCINO et al., 2006).

Para avaliar se existia diferenca estatistica nos valores de Cq entre o DNA alvo (L. (L.)
chagasi) e os DNA ndo alvo (outras espécies de Leishmania e Trypanosoma sp.), foram
aplicados testes estatisticos. O teste de Shapiro-Wilk indicou distribui¢do ndo normal dos dados
(p = 0,02239), levando a aplicacdo do teste de Kruskal-Wallis, cujo valor de p = 0,0562 indica
auséncia de diferenca estatistica significativa entre os Cq dos DNAs alvo e ndo alvo. Isso reforca

a falha do sistema em discriminar L. (L.) chagasi de outras espécies testadas.



Figura 16 - Grafico de amplificagdo de qPCR do teste analitico de especificidade.- Fluorescéncia x Ciclos.
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Fonte: Protocolo de pesquisa, 2025.

NTC - Controle sem template);

CP - Controle Positivo: 'MROD/BR/2022/M34432;
IMROD/BR/2022/M34439;
SMCAO/BR/2010/M27840/Barcarena-Para;
MHOM/BR/1996/M15729;

IFLA/BR/1967/PHS;

MHOM/BR/1975/M2904.
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Tabela 8 - Teste analitico de especificidade da reacdo de qPCR.

Concetracao Primer Concentracao Amostra testadas Média do
(Leish-1/ Leish-2) Sonda Cq (ARn)
NTC (controle sem template
+ 4gua ultrapura)* Sem Cq
Controle Positivo (Cultura 7878
27840 - L. (L.) chagasi)* ’
Cultura 34432 (TRY)* 36,68
0,5 uM de foward para
0,2 uM Cultura 34439 (TRY)* 34,01
0,5 uM de reverse
Cultura 2904 (L. (V.) 37.38
braziliensis)*
Cultura PHS8 (L >1fL. ) 32.56
amazonensis)
Cultura 15729 (L. (V) 32,44

lindenbergui)*

Fonte: Protocolo de pesquisa, 2025.

* Amostras testadas em duplicatas.

A auséncia de amplificagdo no NTC descarta contaminagao, indicando que a reagao foi
conduzida de forma tecnicamente adequada. Assim, os sinais observados em espécies nao alvo
apontam para limitacdes na especificidade dos proprios oligonucleotideos — hipdtese ja
levantada anteriormente (topico 4.1).

Embora os primers Leish-1 e Leish-2 sejam amplamente utilizados na literatura, por se
basearem na regido do kDNA, apresentam potencial para reagdes cruzadas com outras espécies
do subgénero Leishmania, como L. (L.) amazonensis, devido a alta conservacao dessa regido
(KOCHER et al., 2018; MARY et al., 2004; NICOLAS et al., 2002). A sonda, se mal
posicionada ou com baixa especificidade, pode intensificar essa limitagao.

Houve a amplificacdo dos isolados de Trypanosoma sp. (M34432 e M34439), entretanto
apesar de pertencerem a outro género, compartilham caracteristicas mitocondriais conservadas,
como o kDNA. Estudos anteriores ja apontam para a possibilidade de reagdes cruzadas com
primers desenhados para Leishmania, especialmente em regides de minicirculos (LACHAUD
et al.,2002; VALE et al., 2009).

As reagdes cruzadas observadas tém implicagdes diretas para o diagndstico em campo.
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Em areas endémicas, onde diferentes espécies de Leishmania podem coexistir e outras infec¢des
por Trypanosomatidae sao comuns, a deteccao inespecifica pode resultar em falsos positivos
(MARITATI et al., 2023). Isso compromete nao apenas o diagnostico individual, mas também
a vigilancia epidemioldgica, afetando o mapeamento correto das espécies circulantes e a tomada
de decisdes clinicas e sanitarias. Além disso, a presenca de DNA de outras espécies em amostras
de cdes ou animais silvestres pode levar a superestimac¢do da prevaléncia de L. (L.) chagasi,
distorcendo estratégias de controle e manejo da leishmaniose visceral (CARVALHO et al.,
2020).

Dessa forma, os resultados indicam que, embora o sistema testado seja sensivel, ndo
apresenta especificidade suficiente para diferenciar com precisdo L. (L.) chagasi de outras
espécies de Leishmania ou de Trypanosoma, comprometendo sua aplicacdo em areas endémicas
com multiplas espécies circulantes ou para diagndstico diferencial. Recomenda-se, portanto, o
desenho dos primers ¢ da sonda (HOSPINAL-SANTIANI et al., 2023; LEON et al., 2017;
MOLINA DE OLIVEIRA et al., 2011; WEIRATHER et al., 2011).

No entanto, a realizagdo deste teste foi essencial para cumprir os objetivos de
padronizagdo da técnica antes da aplicagao em amostras de caes domésticos e animais silvestres,

e para determinacao do limite de detecg¢@o do sistema.

4.4. AVALIACAO DOS SOROS DE CAES DOMESTICOS E ANIMAIS SILVESTRES
- LIMITES DE DETECCAO

4.4.1. Ensaio Imunoenzimatico - ELISA Indireto

As andlises das amostras bioldgicas (soros) pelas técnicas gPCR (BROEDERS et al.,
2014; SUN et al., 2023) e pelo ELISA ¢ de suma importancia para o diagnostico da infec¢ao
por L. (L.) chagasi, sendo esta ultima um método soroldgico amplamente empregado em
campanhas de controle de LVA (BRAZIL. DEPARTAMENTO DE VIGILANCIA
EPIDEMIOLOGICA., 2014) que tem como principio detectar anticorpos circulantes, enquanto
a ¢PCR quantifica o DNA do parasita, sobretudo, em animais com infec¢ao subclinica ou em
fase inicial (FARIAS et al., 2020; MARCELINO et al., 2020; PERIS et al., 2021).

Ao analisar as 60 amostras de soros de caes, observou-se que das 30 amostras de soros
provenientes de area endémica de LVA- Barcarena/Para e RIFI (IgG) positivas (DE JESUS et
al., 2016), apresentaram 100% de reatividade pelo ELISA - indireto (IgG). Por outro lado, todos

os outros 30 soros caninos de regido ndo endémica — regido metropolitana de Belém e RIFI
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(IgG) negativas foram nao reagentes pelo ELISA - indireto (IgG) (DE JESUS et al., 2016)
(Tabela 9).

Das 25 amostras de soros de animais silvestres, de regido endémica de LVA, também
foi realizado o ELISA - indireto (IgG), sendo que 36% foram positivas (9/25) e 64% foram
negativas (16/25) (Tabela 9).

Tabela 9 - Avaliagdo dos soros de cdes domésticos e animais silvestres pelo ELISA-indireto (IgG)

Amostras Amostras (N) Area/RIFI Positivo (%) Negativo (%)

Endémica (RIFI IgG +)  30/30 (100%)  0/30 (0%)
Nao endémica (RIFTIgG -)  0/30 (0%) 30/30 (100%)
Animais Silvestre 25 Endémica 9/25 (36%)  16/25 (64%)

Caes Domésticos 60

Fonte: Protocolo de pesquisa, 2025.

Os resultados do ELISA demonstraram excelente desempenho diagnostico em caes
domésticos, com 100% de frequéncia tanto nas amostras positivas de regido endémica quanto
nas negativas de regido ndo endémica. Esse desempenho estd alinhado com a ampla utilizagao
do ELISA em campanhas de controle, sendo considerado um teste sensivel, especifico e de facil
aplicacdo em larga escala para a leishmaniose visceral canina (BRASIL, 2014; FARIAS et al.,
2020). No entanto, para animais silvestres, a frequéncia de positividade foi de apenas 36%,
indicando limitacdes ja reconhecidas na literatura, uma vez que a deteccdo de anticorpos pode
ser afetada pela variabilidade da resposta imune entre diferentes espécies ou por infecgdes

subclinicas (RIHS et al., 2025b).

4.4.2. Avaliacao dos soros de ciaes domésticos e animais silvestres pelo método
molecular (qPCR)

As 85 amostras de soros (60 soros caninos e 25 animais silvestres) foram analisadas pelo
ELISA - indireto (IgG) foram também examinadas pela qPCR, em duplicata, com
concentragdes de primers Leish-1/Leish-2 a 500nM (0,5uM) e sonda a 200nM (0,2uM). Para
controle positivo foi utilizado (MCAO/BR/2010/M27840/Barcarena-Para, proveniente de cao
doméstico - Canis familiaris), com dilui¢ao de 1/1.000.000. E o soro controle negativo ndo foi
utilizado sendo empregado apenas o NTC (template com &gua ultrapura) como controle
negativo da reacao.

Com relagdo ao teste de sensibilidade, todas as 30 amostras de cdes positivas por ELISA
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indireto (IgG) foram também positivas por qPCR, com valores de Cq variando entre 22,95 e
34,18. A média do Cq para o controle positivo (da cepa) foi de 24,94, dentro da faixa esperada
para amostra com diferente carga parasitaria. Essa concordancia entre os dois testes indica alta
sensibilidade do ensaio molecular de qPCR, ja que ndo houve nenhum falso negativo detectado,
ou seja, a sensibilidade da qPCR foi de 100% (Figura 17 ¢ ANEXO D).

A deteccao de DNA parasitario em todos os soros positivos demonstra a eficacia da
gPCR mesmo em uma matriz de dificil amplificagdo como o soro. Estudos como os de
CASTELLI et al. (2021); DE GODOQY et al. (2020) e TRAVI et al. (2018), ja haviam relatado
a eficécia dos testes moleculares na detecg¢@o da infeccdo em caes soropositivos, especialmente

em casos em que a carga parasitaria ¢ baixa, mas ainda detectavel por qPCR.

Figura 17 - Grafico de amplificagdo de qPCR do teste de sensibilidade - Fluorescéncia x Ciclos.
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Fonte: Protocolo de pesquisa, 2025.
NTC - Controle sem template;
CP - Controle Positivo 'MCAQ/BR/2010/M27840/Barcarena-Para.

Dos 30 soros de caes negativos por ELISA indireto (IgG), 29 apresentaram amplificacao

por qPCR (Cq entre 31 e 39), e apenas uma amostra ndo amplificou (ANEXO D). A figura 18
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mostra amplificacdo em quase todas as amostras, enquanto o controle NTC permaneceu sem
fluorescéncia, descartando contaminacao. Esses achados indicam baixa especificidade clinica,
confirmada pelo valor de apenas 2,17% obtido no teste de especificidade, o que evidencia a alta
taxa de falsos positivos do qPCR.

Esse resultado pode ser explicado por dois fatores. A primeira hipotese considera a
natureza dos testes: o ELISA indireto detecta anticorpos, que podem estar ausentes no inicio da
infeccdo, em animais imunossuprimidos ou com resposta humoral (FARIAS et al., 2020;
MARCELINO et al., 2020; PERIS et al., 2021). Por outro lado, o qPCR detecta diretamente o
DNA do parasito, sendo mais sensivel na identificagdo da infec¢ao ativa (CECCARELLI et al.,
2014; MARY et al., 2004).

A segunda e mais provavel hipotese, € a baixa especificidade dos primers e/ou da sonda,
como ja discutido (topicos 4.1 e 4.3). Oligonucleotideos mal desenhados podem gerar reacdes
cruzadas com sequéncias semelhantes do genoma do hospedeiro, de microrganismos comensais
ou de contaminantes ambientais, resultando em falsos positivos (BUSTIN et al., 2009;
KUBISTA et al., 2006). Além disso, falhas no alinhamento in silico podem nao prever todas as

regioes homologas em genomas complexos ou pouco anotados (TAYLOR et al., 2010).
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Figura 18 — Grafico de amplificagdo de qPCR do teste clinico de especificidade - Fluorescéncia x Ciclos
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Fonte: Protocolo de pesquisa, 2025.
NTC - Controle sem template);
CP - Controle Positivo 'MCAQO/BR/2010/M27840/Barcarena-Para.

A Figura 19 e 0o ANEXO D evidenciam que todas as 25 amostras de animais silvestres

(raposas, marsupiais e roedores) amplificaram por qPCR (Cq entre 27,99 e 36,01), embora

apenas 9 delas tenham sido positivas por ELISA-indireto.
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Figura 19 - Grafico de amplificagdo de qPCR das amostras de animais silvestres - Fluorescéncia x Ciclos.
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Fonte: Protocolo de pesquisa, 2025.
NTC - Controle sem template;
CP - Controle Positivo 'MCAQO/BR/2010/M27840/Barcarena-Para.

Para avaliar a concordancia entre o ELISA indireto e o qPCR, foram realizados testes
estatisticos complementares. A acuracia observada foi de 47,06%, indicando que menos da
metade das amostras teve resultados coincidentes entre os dois métodos. Esse indice foi afetado
principalmente pela alta taxa de falsos positivos no qPCR: 29 cdes soronegativos pelo ELISA
foram positivos no qPCR, assim como todas as 25 amostras de animais silvestres, das quais
apenas 9 eram soropositivas.

O valor preditivo positivo (VPP) foi de 46,42%, revelando que mais da metade dos
resultados positivos por qPCR ndo apresentavam anticorpos detectaveis pelo ELISA,
comprometendo a confiabilidade desses achados. O F1-score de 63,41% reflete um desempenho
moderado, resultado do contraste entre a alta sensibilidade (100%) do qPCR e sua baixa
precisdo — ou seja, o teste detectou todos os verdadeiros positivos, mas também gerou diversos
falso-positivos.

O indice Kappa de Cohen foi de 0,019, indicando concordincia minima entre os
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métodos. Isso se deve as naturezas distintas das técnicas: o ELISA detecta a resposta imune do
hospedeiro, enquanto o qPCR identifica diretamente o DNA do parasita (FARIAS et al., 2020).
Ambos os métodos apresentam vantagens e limitagdes. O ELISA ¢é mais acessivel, econdomico
e facil de aplicar, sendo amplamente utilizado em regides com poucos recursos (MOTTA;
EBERT; BATISTA, 2021), mas pode falhar na detec¢ao de infeccdes recentes ou em animais
imunossuprimidos (RIHS et al., 2025b). J4 o qPCR, por sua maior sensibilidade, ¢ eficaz na
deteccdo precoce, mas demanda maior infraestrutura, custos elevados e maior complexidade
operacional (MUNYSE et al., 2022).

Esses achados, aliados a baixa especificidade clinica (2,17%), apontam para um
problema nos oligonucleotideos utilizados, possivelmente gerando amplificacdo inespecifica.
Diante disso, foi necessario realizar analises bioinformaticas dos primers ¢ da sonda utilizados
no qPCR, a fim de investigar potenciais falhas no desenho ou reatividade cruzada com outras

sequéncias gendmicas.

4.5. ANALISE in silico DA SEQUENCIA DOS PRIMERS E DAS SONDAS

A avaliacdo da especificidade dos oligonucleotideos utilizados na qPCR ¢ fundamental para
garantir a confiabilidade dos resultados, especialmente no desenvolvimento de métodos
diagnosticos de alta precisdo, como na deteccao de L. (L.) chagasi em soro de caes domésticos
e animais silvestres (BUSTIN, 2024; TAYLOR et al., 2019).

Para isso, foi adotada uma abordagem integrada: verificagdo da especificidade por meio
do NCBI Primer-BLAST; alinhamento multiplo com o software MAFFT, a fim de confirmar o
posicionamento correto dos primers e da sonda na sequéncia do minicirculo kDNA; e andlise
fisico-quimica dos oligonucleotideos pelo OligoAnalyzer (IDT) (KATOH; ASIMENOS; TOH,
2009; KHAN; CHEUNG, 2020; ZHANG et al., 2025).

Conforme a Tabela 10, os primers Leish-1 e Leish-2 apresentaram 100% de identidade
e cobertura com a sequéncia de referéncia do minicirculo de L. donovani/infantum (GenBank:
MT598578.1), com E-values indicativos de alinhamentos significativos (Leish-1: 0,023; Leish-
2: 88). Esses achados sugerem que, ao menos no nivel dos primers, a amplificagdo ocorre em
regides conservadas e direcionadas exclusivamente para o complexo donovani, o que esta de
acordo com estudos prévios que validaram esses oligonucleotideos em contextos clinicos

(FRAGA et al., 2010; MARY et al., 2004).



Tabela 10 — Alinhamento das sequéncias de primers ¢ da sonda
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Parametro Primer Foward Primer Reverse TagMan®-MGB
(Leish-1) (Leish-2) Probe (Sonda)
Query Leish-1 Leish-2 Probe TagMan®
Sequence ID MT598578.1 MT598578.1 MT598578.1
(Subject)
Oroanismo L. donovani L. donovani L. donovani
g /infantum /infantum /infantum
% Identidade o o
(Identity) 100% 100% -
Cobertura da Query 100% 100% i
(Q. cover)
Score (Bit score) 46,1 34,2 -
E-value 0,023 88 -
Ay O Strt717/End-739 Star: 63 / End-47 :
Alvo esperado (Sim/ Sim Sim Nio
Naio)

Fonte: Protocolo de pesquisa, 2025. As andlises foram realizadas no Primer- BLAST NCBI.

Em contraste, a sonda TagMan®-MGB Probe, embora vinculada a8 mesma sequéncia de

referéncia, ndo exibiu dados de identidade, cobertura ou score no NCBI Primer-BLAST, sendo

~ 9

classificada como “Nao

para alvo esperado. Isso sugere falha na hibridizacao, refor¢ada pelos

dados graficos de alinhamento (Figura 20), que mostram a sonda fora da regido delimitada pelos

primers e com varios polimorfismos (SNPs), destacados em amarelo. Tal configuracao

compromete sua eficiéncia e especificidade durante a qPCR.
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Figura 20 - Grafico alinhamento de sequéncias de L. (L.) chagasi com os primers ¢ a sonda.

MT598578 (modified)

741 bp

Fonte: Protocolo de pesquisa, 2025. As analises foram realizadas no programa MAFFT.

A Figura 20 apresenta o mapa circular da sequéncia alvo (74 1pb) com o posicionamento
dos primers e da sonda. Leish-1 e Leish-2 estavam corretamente orientados e distantes de forma
adequada para gerar o amplicon previsto. Ja a sonda apresentava multiplos SNPs e estava mal
posicionada, fora da regido de ancoragem dos primers. A partir do alinhamento com o0 MAFFT,
utilizando tolerancia de até seis substitui¢des de bases, foi possivel identificar essas variagdes
nucleotidicas. Embora o ideal seja até cinco erros (CONTER et al., 2019; RODRIGUEZ et al.,
2015), a margem ampliada visou aumentar a sensibilidade da anélise e detectar polimorfismos

relevantes, assegurando que os oligonucleotideos estivessem ancorados em regides conservadas
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do kDNA (CHICHARRO et al., 2002; MARY et al., 2004; NICOLAS et al., 2002).

Esses achados indicam que as falhas nos ensaios de especificidade ndo se devem
exclusivamente a possivel inespecificidade do ELISA, mas a mé performance da sonda durante
a amplificagdo. Segundo BUSTIN et al. (2009), sondas mal desenhadas ou mal posicionadas
podem gerar fluorescéncia inespecifica, mesmo sem ligagao adequada ao DNA-alvo.

A tabela 11 traz as andlises fisico-quimicas dos oligonucleotideos. Leish-1 (23pb) tem
Tm elevado (67,5 °C), dificultando a compatibilidade com Leish-2 (18pb, Tm de 57,5 °C e GC
de 33,3%). Ja a sonda TagMan®-MGB Probe (17pb, GC de 70,6%) apresenta Tm de 69,9 °C,
muito alta para seu tamanho, favorecendo hibridagdes inespecificas. Esse desbalanceamento
térmico viola recomendagdes para qPCR, que indicam que os primers devem ter Tm
semelhantes entre si, e a sonda deve possuir Tm de 5 a 10°C acima dos primers (BUSTIN, 2024;
KUBISTA et al., 2006). Além disso, houve a formacao de estruturas secundarias de: hairpin:
41,1°C (Leish-1) (Figura 21 - A) e dimeros de primers (Leish-2 e Tagman® MGB Probe)
(Figura 22 — A e B). Com relagdo ao harpin para Leish-1 ¢é descartado sua probalidade de
formacao, visto que, ocorre em uma temperatura bem abaixo do Tm (67,5 °C) (BUSTIN et al.,
2009). As analises estruturais dos oligonucleotideos realizadas pelo RNAfold web server
indicaram que os primers apresentaram baixa propensao a formacao de dimeros estaveis, porém
a sonda Tagman® MGB Probe mostrou emparelhamento evidente em regides
termodinamicamente mais favoraveis, sugerindo possivel risco de interferéncia nas reacdes de
qPCR (CONTER et al., 2019; RODRIGUEZ et al., 2015). O descumprimento dessas diretrizes
contribui para artefatos e perda de especificidade (CONTER et al., 2019; RODRIGUEZ et al.,
2015).

Tabela 11 — Analises Fisico-quimicas das sequencias dos Primers e das Sonda de qPCR

Nome %G Tipo de Hairpi Tamanho da Tm(°
C Oligonucleotideo n (°C) Sequéncia [8))
GIO-06F" 70" Primer 28,8 20 59,7
0
x 55,0
GIO-96P o Probe (Sonda) 33,6 20 60,0
0
GIO-155R" 505/’0 Primer - 20 60,3
0
Leish-1 53/’2 Primer 41,1 23 67,5
0
TagMan®-MGB 70,6
Probe o Probe (Sonda) - 17 69,9
Leish-2 33,3 Primer - 18 57,5

%




Fonte: Protocolo de pesquisa, 2025. As analises foram realizadas no programa Geneious.

*Sequéncia sob sigilo.

Figura 21 - Analises secundarias (formagao de hairpins)

Fonte: Protocolo de pesquisa, 2025. As analises foram realizadas no programa RNAfold web server.
A. Leish-1

B. GIO-06F

C. GIO-96P

75
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Figura 22 - Estruturas secundarias (dimero de primer)

Fonte: Protocolo de pesquisa, 2025. As analises foram realizadas no programa RNAfold web server.
A. Leish-2

B. Tagman® MGB Probe

C. GIO-06F

D. GIO-155R

E. GIO-96P

Como solucao, foram desenhados novos oligonucleotideos: GIO-06F, GIO-155R e
GIO-96P (Tabela 11), com 20pb cada, Tm entre 59,7°C e 60,3°C, e GC entre 50% e 55%,
hairpin de 28,8 a 33,6°C (GIO-06F e GIO-96P) (Figura 21 — B e C) e dimero de primer 4°C
(GIO-06F, GIO-155R e GIO-96P) (Figura 22 — C, D e E). As interpretacdes obtidas para esses
resultados sdo coerentes com a explicagdo previamente apresentada. Os primers nao
apresentaram formacao significativa de dimeros ou estruturas do tipo hairpin. A sonda, por sua
vez, embora ndo tenha formado hairpins, mostrou alguma forma¢ao de dimeros, porém com
temperatura de dissociagdo baixa (4°C), distinta da sua Tm, o que minimiza seu impacto. A
sonda GIO-96P, com Tm de 60 °C, demonstrou melhor compatibilidade com os primers ¢ maior
potencial de especificidade, especialmente em amostras com baixa carga parasitaria, como as
provenientes de animais silvestres (CONTER et al., 2019; RODRIGUEZ et al., 2015). Além
disso, a Tm da sonda foi inferior a dos primers, quando o ideal seria que ela fosse de 5 °C a

10 °C maior para garantir sua ligagdo antes da extensdo da polimerase. Para isso, recomenda-se
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o uso de sondas TagMan®-MGB, que, por conterem um ligante de sulco menor (Minor Groove
Binder), elevam a Tm mesmo em sondas curtas, aumentando a especificidade do pareamento
(KUBISTA et al., 20006).

A andlise conjunta demonstrou que, apesar da boa especificidade in silico dos primers
Leish-1 e Leish-2, a sonda TagMan®-MGB Probe falha em critérios gendmicos e fisico-
quimicos essenciais para aplicagdes diagnosticas. A substituicdo por oligonucleotideos
otimizados representa uma alternativa promissora para aprimorar a sensibilidade e
especificidade do ensaio, viabilizando sua aplicacdo no diagndstico molecular de L. (L.) chagasi

em cdes e animais silvestres.

4.5.1. Analise in silico dos novos primers e sonda de qPCR

A escolha adequada dos oligonucleotideos € essencial para o sucesso da qPCR, exigindo
a verificacdo de suas propriedades fisico-quimicas, estruturais e de especificidade. Diante das
limitagdes observadas com os oligonucleotideos Leish-1, Leish-2 ¢ TagMan®-MGB Probe
(FRANCINO et al., 2006), foi necessario desenvolver um novo conjunto: os primers GIO-06F
(forward), GIO-155R (reverse) e a sonda GIO-96P. A validacdo in silico foi realizada por
Primer- BLAST NCBI (Tabela 12) e alinhamento gendmico no MAFFT.

Tabela 12 - Alinhamento das sequéncias dos novos primers e sonda

Primer Foward Primer Reverse TagMan®-MGB Probe

Parametro (GI0-06f) (GIO-155R) (G10-96P)
Query GIO-06F GIO-155R GIO-96P
Sequence ID MT598578.1 MT598578.1 MT598578.1
(Subject)
. L. donovani/ L. donovani/ .
Organismo infantum infantum L. donovani/ infantum
% Identidade o o o
(Identity) 100% 100% 100%
Cobertura da Query 100% 100% 100%
(Q. cover)
Score (Bit score) 40,1 40,1 40,1
E-value 1,4 1,4 1,4

Alinhamento (Start-
End)

Alvo esperado (Sim/
Nio)

Fonte: Protocolo de pesquisa, 2025. As analises foram realizadas no Primer- BLAST NCBI.

Start-06/End-25 Start-155/End-136 Start-96/End-115

Sim Sim Sim
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Todos os oligonucleotideos apresentaram alinhamento especifico com o minicirculo de
Leishmania donovani/infantum (GenBank: MT598578.1), com 100% de identidade e cobertura,
corroborado por valores significativos de score e E-value. A validacdo in silico estd em
conformidade com as diretrizes MIQE, que recomendam a analise prévia da especificidade dos

oligonucleotideos para evitar reagoes cruzadas (BUSTIN et al., 2009; CONTER et al., 2019)

Figura 23 - Grafico alinhamento de sequéncias de L. (L.) chagasi com os novos primers ¢ a nova sonda.

=

B e — T
= jnicircle source Le‘shman,‘af\-\\

6 Nfang

MT598578 (modified)
741 bp

Fonte: Protocolo de pesquisa, 2025. As analises foram realizadas no programa MAFFT.

O mapeamento da sequéncia-alvo minicirculo de Leishmania infantum (GenBank:
MT598578, modificado) no MAFFT, evidenciou o posicionamento ideal dos oligonucleotideos.

O primer GIO-06F inicia na posi¢do 6, € 0 GIO-155R entre as posigdes 155—136, formando um
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amplicon de aproximadamente 150pb — dentro da faixa ideal para qPCR (70pb — 200pb). A
sonda GIO-96P estd localizada entre os dois primers (posi¢do 96-115), favorecendo a
hibridizagao antes da extensdo pela DNA polimerase, condigdo essencial para a deteccao
eficiente do sinal de fluorescéncia nos ensaios TagMan® (CONTER et al., 2019; RODRIGUEZ
et al., 2015). Essa organizacdo espacial também segue as recomendagdes técnicas para ensaios
de qPCR, segundo as quais a sonda deve se ligar internamente a regido do amplicon, e possuir
uma Tm levemente superior a dos primers para garantir a sua ligacdo preferencial antes da
extensao (KUBISTA et al., 2006)

Esses resultados demonstram que a ado¢do do conjunto GIO como uma alternativa
preditiva, robusta e especifica para o diagnostico molecular de L. (L.) chagasi em amostras de
soro de caes e animais silvestres, contribuindo para a padronizagdo da técnica em contextos

laboratoriais e de vigilancia epidemioldgica.



80

5. CONCLUSAO

Este estudo avangou no desenvolvimento e avaliagdo de um protocolo de qPCR voltado
ao diagnostico molecular de Leishmania (Leishmania) chagasi em amostras de soro de caes
domésticos e animais silvestres provenientes de areas endémicas e nao endémicas do Estado do
Para.

Foram padronizadas as etapas de extragdo de DNA a partir de soro, e o sistema de qPCR
previamente descrito foi otimizado e validado com base em parametros técnicos como
sensibilidade, eficiéncia, reprodutibilidade e limite de deteccao. No entanto, a aplicacao do
método a amostras biologicas indicou limitagdes na especificidade dos oligonucleotideos
utilizados, com a ocorréncia de resultados falso-positivos.

Diante dessa limitacdo, foi realizado o desenho in silico de um novo conjunto de
oligonucleotideos, baseado na regido do minicirculo do kDNA, visando aumentar a
especificidade do método. Os resultados se mostraram promissores, sugerindo potencial
superioridade em relacdo ao conjunto anteriormente utilizado, sendo necessario testes
experimentais para confirmar sua aplicabilidade.

A comparagao do desempenho da qPCR com métodos sorologicos (ELISA-indireto e
RIFT) reforcou o potencial do método molecular para detectar infecgdes ativas, especialmente
em casos com baixa carga parasitaria, demonstrando sua relevincia como ferramenta
complementar no diagnostico da leishmaniose visceral.

Assim, os achados deste trabalho contribuem para o aprimoramento de estratégias
diagnosticas e reforgam a importancia da qPCR como instrumento potencialmente aplicavel a
vigilancia epidemiologica da leishmaniose visceral na regido amazdnica, especialmente em

contextos que envolvem reservatorios domésticos e silvestres.
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ANEXO A

MS - SECRETARIADE VIGILANCIA EM SAUDE

Parecer de Aprovagao N° 0025/2011/CEPAN/IEC/SVS/MS
Protocolo CEPAN - n° 026/2011

Ananindeua/PA, 03 de novembro de 2011.

Projeto: “Prevaléncia da infec¢io canina causada por Leishmania (Leishmania)
infantum chagasi determinada pela PCR em amostras do aspirado de
linfonodo™.

Pesquisador Responsavel:  Patricia Karla Santos Ramos

Conforme decisdo do Comité de Etica em Pesquisa com Animais-CEPAN
do Instituto Evandro Chagas. cientificamos que o projeto acima foi aprovado.

Recomendamos ao coordenador responsavel que mantenha atualizados
todos os documentos pertinentes ao projeto.

Os relatorios parciais deverdo ser encaminhados a este Comité.

anualmente. a partir do inicio do projeto.

Atenciosamente,

J,/?/Jta« g _}’/ fnm /erjfn 1/.; lm/w

NELSON ANTONIO BAILAO RIBEIRO
Coordenador do CEPAN/IEC

AV ALMIRANTE BARROSO. 492 - BAIRRO MARCO — CEP 66090-000 ~ BELEM-PA - C NP J.. 26 589 350/0489-09 FONE (091) 245.6422 - FAX.
(091)664669RODOVIA BR 316 — KM 07, SN° - BAIRRO - LEVILANDIA —~ CEP 67.030-000 — ANANINDEUA-PA — FONE' (091) 214-2000
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ANEXO B

s )
w

CtUA

Instituto Evandro Chagas
M- SECRETARIA DE VIGILANGIA EM SAUDE
1936-2016

CERTIFICADO n° 43/2015

Certificamos que o projeto intitulado “Avaliacio das alteracodes
ambientais e sociais e sua influéncia no quadro nosolégico nas areas de ifluéncia
das Minas de Ferro do Complexo Carajas Norte, Projeto Ferro Carajas S11D,
Projeto Serra Leste, Mina do Manganés do Azul e do Salobo”, protocolo n° 06/2014,
sob a responsabilidade de Livia Caricio Martins, que envolve a produgio, manutengao
e/ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o
homem), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) — que através da carta datada de 10
de dezembro de 2015, solicita a prorrogacio do mesmo para mais dez anos. Informamos
que apds andlise das justificativas, a referida solicitacdo encontra-se de acordo com os
preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de julho
de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da
Experimentacio Animal (CONCEA), e foi APROVADO pela COMISSAO DE ETICA
NO USO DE ANIMAIS (CEUA) do INSTITUTO EVANDRO CHAGAS-IEC.

Obs.: O Certificado n® 10/2014 de 14/05/2014, perde sua validade a partir desta data.

Vigéncia do Projeto | Até dezembro de 2025

Ave 300, Camundongo heterogénico 4.200, Hamster (M.
Espécie/Linhagem | auratus) 100, Roedores 80, Marsupiais 20, Edentados 04,
Quirdpteros10, Carnivoros 10.

N° de animais 4.724

Peso/Idade -

Sexo -

Origem Biotério, fazenda, aviario, etc.

De acordo com Orienta¢do Técnica n°® 5, de 27 de abril de 2015 do CONCEA.

Recomendamos que a coordenagdo mantenha atualizados todos os
documentos pertinentes ao projeto.

Devera ser encaminhado relatério incluindo os resultados finais da pesquisa,
no prazo maximo de 60 (sessenta) dias, apés a finalizagdo da mesma.

Ananindeua-PA, 21 de dezembro de 2015.

AV,

Ana Claudia Magalhies de Oliveira Thiago Vasconccelos dos Santos
Secretdria da CEUA/SEAC/IEC/SVS/MS Vice Coordenador da CEUA

AV. ALMIRANTE BARROSO, 492 — BAIRRO: MARCO — CEP: 66090-000 — BELEM-PA — C.N.P.J.: 26.989.350/0489-09 FONE: (091) 246-6422 — FAX:
(091)664669RODOVIA BR 316 — KM 07, SN? - BAIRRO - LEVILANDIA — CEP: 67.030-000 - ANANINDEUA-PA — FONE: (091) 214-2000
htp://www.iec.pa.gov.br
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ANEXO C
Numeracio Localidade Data de Coleta Tipo de Animal
1 Barcarena 12/10/2010 Cao (Canis familiaris)
2 Barcarena 13/10/2010 Cao (Canis familiaris)
3 Barcarena 13/10/2010 Cao (Canis familiaris)
4 Barcarena 13/10/2010 Cao (Canis familiaris)
5 Barcarena 13/10/2010 Cao (Canis familiaris)
6 Barcarena 15/10/2010 Cao (Canis familiaris)
7 Barcarena 14/10/2010 Cao (Canis familiaris)
8 Barcarena 15/10/2010 Cao (Canis familiaris)
9 Barcarena 35/10/2010 Cao (Canis familiaris)
10 Barcarena 12/10/2010 Cao (Canis familiaris)
11 Barcarena 12/10/2010 Cao (Canis familiaris)
12 Barcarena 12/10/2010 Cao (Canis familiaris)
13 Barcarena 13/10/2010 Cao (Canis familiaris)
14 Barcarena 12/10/2010 Cao (Canis familiaris)
15 Barcarena 12/10/2010 Cao (Canis familiaris)
16 Barcarena 13/10/2010 Cao (Canis familiaris)
17 Barcarena 12/10/2010 Cao (Canis familiaris)
18 Barcarena 12/10/2010 Cao (Canis familiaris)
19 Barcarena 13/10/2010 Cao (Canis familiaris)
20 Barcarena 12/10/2010 Cao (Canis familiaris)
21 Barcarena 14/10/2010 Cao (Canis familiaris)
22 Barcarena 14/10/2010 Cao (Canis familiaris)
23 Barcarena 14/10/2010 Cao (Canis familiaris)
24 Barcarena 14/10/2010 Cao (Canis familiaris)
25 Barcarena 14/10/2010 Cao (Canis familiaris)
26 Barcarena 14/10/2010 Cao (Canis familiaris)
27 Barcarena 14/10/2010 Cao (Canis familiaris)
28 Barcarena 13/10/2010 Cao (Canis familiaris)
29 Barcarena 13/10/2010 Cao (Canis familiaris)
30 Barcarena 13/10/2010 Cao (Canis familiaris)
31 Tapana* 2017 Cao (Canis familiaris)
32 Tapana* 2017 Cao (Canis familiaris)
33 Tapana* 2017 Cao (Canis familiaris)
34 Tapana* 2017 Cao (Canis familiaris)
35 Tapana* 2017 Cao (Canis familiaris)
36 Tapana* 2017 Cao (Canis familiaris)
37 Tapana* 2017 Cao (Canis familiaris)
38 Tapana* 2017 Cao (Canis familiaris)
39 Tapana* 2017 Cao (Canis familiaris)
40 Tapana* 2017 Cao (Canis familiaris)
41 Tapana* 2017 Cao (Canis familiaris)
42 Tapana* 2017 Cao (Canis familiaris)
43 Tapana* 2017 Cao (Canis familiaris)
44 Tapana* 2017 Cao (Canis familiaris)
45 Tapana* 2017 Cao (Canis familiaris)
46 Tapana* 2017 Cao (Canis familiaris)



47 Tapana* 2017 Cao (Canis familiaris)
48 Tapana* 2017 Cao (Canis familiaris)
49 Tapana* 2017 Cao (Canis familiaris)
50 Tapana* 2017 Cao (Canis familiaris)
51 Icoaraci* 2017 Cao (Canis familiaris)
52 Icoaraci* 2017 Cao (Canis familiaris)
53 Icoaraci* 2017 Cao (Canis familiaris)
54 Icoaraci* 2017 Cao (Canis familiaris)
55 Icoaraci* 2017 Cao (Canis familiaris)
56 Icoaraci* 2017 Cao (Canis familiaris)
57 Icoaraci* 2017 Cao (Canis familiaris)
58 Icoaraci* 2017 Cao (Canis familiaris)
59 Icoaraci* 2017 Cao (Canis familiaris)
60 Icoaraci* 2017 Cao (Canis familiaris)
61 Terra Alta 08/2010 Raposa

62 Maraba 28/03/2019 Raposa

63 Canaa dos Carajas 02/07/2012 Raposa

64 Terra Alta 24/08/2010 Raposa

65 Canaa dos Carajas 26/06/2012 Raposa

66 Canaa dos Carajas 26/06/2012 Raposa

67 Canaa dos Carajas 26/06/2012 Raposa

68 Canaa dos Carajas 27/06/2012 Raposa

69 Canaa dos Carajas 09/04/2019 Raposa

70 Canaa dos Carajas 09/04/2019 Raposa

71 Curiandpolis** 28/03/2014 Raposa

72 Curianopolis** 28/03/2014 Raposa

73 Curiandpolis** 24/03/2023 Marsupial

74 Curianopolis** 24/03/2023 Marsupial

75 Curianopolis** 28/03/2023 Marsupial

76 Curianopolis** 30/03/2023 Roedor

77 Curianopolis** 30/03/2023 Roedor

78 Curianopolis** 07/04/2023 Raposa

79 Curianopolis** 18/11/2022 Raposa

80 Curianopolis** 19/11/2022 Roedor

81 Curianopolis** 22/11/2022 Roedor

82 Canaa dos Carajas 15/11/2018 Raposa

83 Canaa dos Carajas 15/11/2018 Raposa

84 Parauapebas 19/11/2013 Raposa

85 Curianopolis** 03/04/2024 Raposa
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Fonte: Protocolo de pesquisa, 2025.
*Regido Metropolitana de Belém

**Serra Leste



ANEXOD
Resultado Resultado
Resultado
Numera¢io  Localidade Animal  (BLISA- qPCR qPCR
indireto o e (Média do
I¢G) (qualitativo) Cq -ARn)***

1 Barcarena Ciao POSITIVO POSITIVO 31.76
2 Barcarena Cao POSITIVO POSITIVO 31.18
3 Barcarena Cao POSITIVO POSITIVO 31.44
4 Barcarena Cao POSITIVO POSITIVO 31.80
5 Barcarena Ciao POSITIVO POSITIVO 30.94
6 Barcarena Cao POSITIVO POSITIVO 34.18
7 Barcarena Cao POSITIVO POSITIVO 29.36
8 Barcarena Cao POSITIVO POSITIVO 28.54
9 Barcarena Ciao POSITIVO POSITIVO 29.61
10 Barcarena Cao POSITIVO POSITIVO 24.24
11 Barcarena Cao POSITIVO POSITIVO 31.14
12 Barcarena Cao POSITIVO POSITIVO 31.33
13 Barcarena Ciao POSITIVO POSITIVO 28.82
14 Barcarena Cao POSITIVO POSITIVO 30.32
15 Barcarena Cao POSITIVO POSITIVO 26.04
16 Barcarena Cao POSITIVO POSITIVO 28.67
17 Barcarena Cao POSITIVO POSITIVO 30.98
18 Barcarena Cao POSITIVO POSITIVO 30.43
19 Barcarena Cao POSITIVO POSITIVO 22.95
20 Barcarena Cao POSITIVO POSITIVO 29.34
21 Barcarena Cao POSITIVO POSITIVO 30.46
22 Barcarena Cao POSITIVO POSITIVO 30.85
23 Barcarena Ciao POSITIVO POSITIVO 30.27
24 Barcarena Cao POSITIVO POSITIVO 30.89
25 Barcarena Cao POSITIVO POSITIVO 30.40
26 Barcarena Cao POSITIVO POSITIVO 31.72
27 Barcarena Ciao POSITIVO POSITIVO 30.23
28 Barcarena Cao POSITIVO POSITIVO 31.20
29 Barcarena Ciao POSITIVO POSITIVO 31.36
30 Barcarena Cao POSITIVO POSITIVO 28.19
31 Tapana* Ciao NEGATIVO POSITIVO 34.35
32 Tapana* Cao NEGATIVO POSITIVO 38.83
33 Tapana* Cao NEGATIVO POSITIVO 38.68
34 Tapana* Cao NEGATIVO POSITIVO 36.23
35 Tapana* Ciao NEGATIVO POSITIVO 36.17
36 Tapana* Cao NEGATIVO POSITIVO 36.35
37 Tapana* Cao NEGATIVO POSITIVO 37.78
38 Tapana* Cao NEGATIVO POSITIVO 38.14
39 Tapana* Cao NEGATIVO POSITIVO 38.41
40 Tapana* Cao NEGATIVO POSITIVO 37.70
41 Tapana* Cao NEGATIVO POSITIVO 34.73
42 Tapana* Céo NEGATIVO POSITIVO 37.67
43 Tapana* Cao NEGATIVO POSITIVO 39.57
44 Tapana* Céo NEGATIVO POSITIVO 36.95
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45 Tapana* Cao  NEGATIVO POSITIVO 37.76
46 Tapana* Cao  NEGATIVO POSITIVO 36.80
47 Tapana* Cao NEGATIVO POSITIVO 35.84
48 Tapana* Cao  NEGATIVO POSITIVO 34.24
49 Tapana* Cio NEGATIVO POSITIVO 36.86
50 Tapana* Cao  NEGATIVO POSITIVO 37.41
51 Icoaraci* Cao  NEGATIVO POSITIVO 37.82
52 Icoaraci* Cao  NEGATIVO POSITIVO 35.27
53 Icoaraci* Cao  NEGATIVO POSITIVO 31.40
54 Icoaraci* Cao  NEGATIVO POSITIVO 37.22
55 Icoaraci* Cao  NEGATIVO POSITIVO 38.23
56 Icoaraci* Cao  NEGATIVO POSITIVO 37.78
57 Icoaraci* Cao  NEGATIVO POSITIVO 35.86
58 Icoaraci* Cao  NEGATIVO POSITIVO 34.72
59 Icoaraci* Cao NEGATIVO POSITIVO 37.61
60 Icoaraci* Cao  NEGATIVO NEGATIVO Sem Cq
61 Terra Alta Raposa NEGATIVO POSITIVO 33.12
62 Maraba Raposa POSITIVO POSITIVO 29.63
63 Canaa dos Carajas Raposa NEGATIVO POSITIVO 34.68
64 Terra Alta Raposa NEGATIVO POSITIVO 30.76
65 Canaa dos Carajas Raposa POSITIVO POSITIVO 36.01
66 Canaa dos Carajas Raposa POSITIVO POSITIVO 32.61
67 Canaa dos Carajas Raposa  POSITIVO POSITIVO 3091
68 Canaa dos Carajas Raposa POSITIVO POSITIVO 28.64
69 Canaa dos Carajas Raposa POSITIVO POSITIVO 29.22
70 Canaa dos Carajas Raposa NEGATIVO POSITIVO 33.60
71 Curianopolis**  Raposa  POSITIVO POSITIVO 33.03
72 Curianopolis** Raposa  POSITIVO POSITIVO 31.48
73 Curianopolis**  Marsupial NEGATIVO POSITIVO 33.91
74 Curianopolis**  Marsupial NEGATIVO POSITIVO 35.11
75 Curianopolis**  Marsupial NEGATIVO POSITIVO 32.97
76 Curianopolis**  Roedor NEGATIVO POSITIVO 31.81
77 Curian6polis** Roedor NEGATIVO POSITIVO 31.51
78 Curianopolis™* Raposa NEGATIVO POSITIVO 30.85
79 Curian6polis™** Raposa  POSITIVO POSITIVO 28.29
80 Curianopolis**  Roedor NEGATIVO POSITIVO 34.02
81 Curian6polis** Roedor NEGATIVO POSITIVO 33.88
82 Canad dos Carajas Raposa NEGATIVO POSITIVO 27.99
83 Canaa dos Carajas Raposa NEGATIVO POSITIVO 28.53
84 Parauapebas Raposa NEGATIVO POSITIVO 28.61
85 Curianopolis™* Raposa NEGATIVO POSITIVO 28.30

Fonte: Protocolo de pesquisa, 2025.

*Regido metropolitana de Belém

**Serra Leste

*#* Amostra Testada em duplicata
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