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RESUMO

A leishmanios uma doenga tropical negligenciada causada pelo protozoario do
género Leishmania transmitido através da picada das fémeas de flebotomineos. De
acordo com as manifestagdes clinicas, as leishmanioses se dividem em tegumentar
(LT), caracterizada por lesbes que acometem pele e mucosas, e visceral (LV), que
acomete as visceras. Dentre os testes para o diagnostico da LT, destaca-se a
Intradermorreacdo de Montenegro (IDRM). Esse teste apresenta vantagens como
alta sensibilidade e especificidade diagnésticas, facilidade na execugao e baixo
custo, e, devido a essas caracteristicas, a IDRM apresert= elevada demanda em
regides endémicas. O Antigeno de Montenegro € o medicamento utilizado para
induzir a resposta de hipersensibilidade tardia do teste e o Centro de Producéao e
Pesquisa de Imunobioldgicos (CPPI), no Parana, € um dos fabricantes desse
reagente. Um dos desafios para a produgdo do Antigeno de Montenegro é
quantificar com maior exatidao e precisdo as proteinas da solugcéo antigénica, visto
que a quantidade de proteinas injetadas determina a intensidade da resposta
imunoldgica. O método classico empregado para dosagem de proteinas € o método
de Kjeldahl, que dosa o nitrogénio total em uma amostra. No entanto, esse método
apresenta alta imprecisao analitica, ndo € especifico, pois quantifica nitrogénio nao
proteico, emprega solventes corrosivos, grande volume de amostra e é demorado.
Diante disso, o objetivo do trabalho foi testar outros métodos para a quantificacéo de
proteinas na solugcdo de Antigeno de Montenegro, que possam substituir o método
de Kjeldahl. Para tanto, os métodos testados foram semi-micro determinagao de
Kjeldahl, fluorométrico e os colorimétricos Biureto e Bradford. Os métodos
colorimétricos nao apresentaram sensibilidade para detectar as proteinas na solugao.
Pelo método semi-micro de Kjeldahl foi quantificado aproximadamente 22 ug/mL de
proteinas e, conforme ja esperado, o método apresentou uma alta imprecisao
analitica para repetibilidade, pois o desvio-padrédo relativo (DPR), obtido da
sextuplicata de amostras analisadas, foi aproximadamente 29%. Além disso, mesmo
sendo uma semi-microdeterminagédo, o volume de amostra requerida foi 40 mL. O
método fluorométrico, por outro lado, quantificou 27 pg/mL de proteinas e
apresentou uma baixa imprecisao analitica para a repetibilidade de 2,6%. Outras
vantagens inerentes ao método fluorométrico empregado foram o baixo volume de
amostra requerido (20uL) e, a execugao simples e rapida do protocolo. Portanto, o
método fluorométrico pode ser empregado para quantificar as proteinas do Antigeno
de Montenegro.

Palavras-chave: Leishmaniose. Antigeno de Montenegro. Proteinas. Kjeldahl.
Fluorimetria.



ABSTRACT

Leishmaniasis is a neglected tropical disease caused by protozoa of the
genus Leishmania transmitted through the bite of female sandflies. According to the
clinical manifestations, leishmaniasis is divided into tequmentary (LT), characterized
by lesions that affect the skin and mucous membranes, and visceral (LV), which
affects the viscera (LV). Among the tests for the diagnosis of LT, the Montenegro
Skin Test (MST) stands out. This test has advantages such as high diagnostic
sensitivity and specificity, ease of execution and low cost, and, due to these
characteristics, MST is in high demand in endemic regions. The Montenegro Antigen
is the drug used to induce the late hypersensitivity response of the test, and the
Centro de Produgéo e Pesquisa de Imunobiolégicos (CPPI), in Parana, is one of the
manufacturers of this reagent. One of the challenges for the production of the
Montenegro Antigen is to quantify the proteins in the antigenic solution with greater
accuracy and precision, since the amount of injected proteins determines the
intensity of the immune response. The classic method used to measure proteins is
the Kjeldahl method, which measures the total nitrogen in a sample. However, this
method has high analytical imprecision, is not specific, as it quantifies non-protein
nitrogen, uses corrosive solvents, large sample volume and is time-consuming.
Therefore, the objective of this work was to test other methods for the quantification
of proteins in the Montenegro Antigen solution, which can replace the Kjeldahl
method. For this purpose, the methods tested were semi-micro determination of
Kjeldahl, fluorometric and colorimetric Biuret and Bradford. Colorimetric methods
were not sensitive to detect proteins in the solution. By the Kjeldahl semi-micro
method, approximately 22 ug/mL of proteins were quantified and, as expected, the
method presented a high analytical imprecision for repeatability, since the relative
standard deviation (RSD) obtained from the sextuplicate of analyzed samples was
approximately 29 %. Furthermore, even though it was a semi-microdetermination, the
sample volume required was 40 mL. The fluorometric method, on the other hand,
quantified 27 ug/mL of proteins and presented an low analytical inaccuracy for
repeatability of 2.6%. Other advantages inherent to the fluorometric method used
were the low sample volume used (20uL) and the simple and quick execution of the
protocol. Therefore, the fluorometric method can be employed to quantify the
Montenegro Antigen proteins.

Keywords: Leishmaniasis. Montenegro Antigen. Proteins. Kjeldahl. Fluorimetry.
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1 INTRODUGAO

As doencas tropicais negligenciadas (DTN) s&o um grupo de doencgas
endémicas encontradas especialmente entre as populagdes pobres da Africa, Asia e
América Latina e causam entre 500 mil e 1 milhdo de ébitos anualmente (BVSMS,
2022). Dentre as 20 DTNs reconhecidas pela Organizagdo Mundial da Saude (OMS),
esta a Leishmaniose (OMS, 2022).

A leishmaniose € uma doengca complexa, pois € causada por diferentes
espécies do protozoario do género Leishmania, o qual € transmitido por insetos
vetores e apresenta diversas formas de manifestagdes clinicas que compreendem
ulceras cutaneas, mucocutaneas e viscerais. A complexidade da leishmaniose esta
associada aos fatores de risco para a doenga que incluem pobreza, migracao
populacional, desnutri¢cdo, falta de higiene e um estado imunocomprometido (Mann,
2021).

De modo geral, as leishmanioses se dividem em leishmaniose tegumentar
americana, que acomete pele e mucosas, e leishmaniose visceral (ou Calazar), que
acomete orgaos internos (Fiocruz, 2013, disponivel em:
https://agencia.fiocruz.br/leishmaniose). A leishmaniose tegumentar (LT), constitui
um problema de saude publica em 85 paises, com registro anual de 0,7 a 1,3 milhdo
de novos casos. A LT merece muita atengcado, devido a sua magnitude, e também
pelo risco de ocorréncia de deformidades que pode induzir no ser humano, o que
traz consigo danos psicolégicos, com reflexos no campo social e econdmico (Brasil,
2017). Portanto, o diagndstico precoce da LT é de extrema importancia para que o
paciente receba o tratamento adequado.

Dentre os testes para o diagnostico da LT, destaca-se a reagao intradérmica
de Montenegro ou Intradermorreacdo de Montenegro (IDRM). Esse teste é
empregado desde a década de 20 devido as vantagens que apresenta, tais como
alta sensibilidade e especificidade diagnésticas, facilidade na execugao e baixo
custo. Devido a essas caracteristicas, oemprego da IDRM & amplamente
difundido para complementar o diagndstico clinico da leishmaniose e, tornou-se o
principal exame de rotina, ndo apenas no Brasil como no mundo (da Sika, 2007).
Desse modo, a produgdo do Antigeno de Montenegro, que é o medicamento
necessario para execucao da IDRM, foi escalonada para atender a alta demanda de

testes.
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No ano de 1995, o Centro de Producéo e Pesquisa de Imunobiolégicos (CPPI)
localizado em Piraquara, Parana, Brasil passou a fornecer o Antigeno de
Montenegro para o Ministério da Saude (Secretaria da Saude do Estado do Parana,
disponivel em: https://www.saude.pr.gov.br/Pagina/CPPI-Centro-de-Producao-e-
Pesquisa-de-Imunobiologicos) e, em 2017 a produc¢ao do antigeno foi descontinuada,
pois a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) requereu adequagdes na
infraestrutura do local de produgcdo do antigeno equiparaveis as condigoes
necessarias para producao de vacinas (Braz, 2019).

A fim de retornar a produgéo para a distribuicdo do Antigeno de Montenegro,
o CPPI esta em processo de adequacédo as exigéncias da ANVISA. Para tanto, um
dos desafios desse retorno é quantificar com maior exatidao e precisdo as proteinas
da solucdo antigénica, visto que a quantidade de proteinas injetadas determina a
intensidade da resposta imunoldgica’. O protocolo empregado pelo CPPI para
quantificacdo de proteinas antigénicas € o método de Kjeldahl. No entanto, esse
meétodo apresenta muitas desvantagens que serédo discutidas ao longo do presente

trabalho.

1.1 JUSTIFICATIVA

O retorno da producao do Antigeno de Montenegro de 12 geragao pelo CPPI
se torna de suma importancia, uma vez evidenciada a demanda de testes de auxilio
diagndstico da Leishmaniose Tegumentar Americana, doenga negligenciada de
grande prevaléncia nas Américas, em areas endémicas que sao de dificil acesso e
carentes de infraestrutura em Saude.

Para a produgdo em larga escala do Antigeno de Montenegro, ha a
necessidade de que os requisitos regulatérios para produgcédo sejam rigorosamente
atendidos e que todas as etapas da producédo sejam devidamente controladas e
otimizadas. Uma dessas etapas € justamente a quantificacdo exata e precisa da
concentragéo de proteinas antigénicas dispensadas nos frascos.

O método que estava sendo empregado para determinagédo da concentragéo
de proteinas era o método de Kjeldahl, que dosa o nitrogénio total em uma amostra,
mas apresenta algumas desvantagens como varias etapas de execugdo, que

atrasam o tempo de execucgao, o uso de solventes corrosivos, entre outros. Diante

" Fala da biologa responsavel pela produgdo do antigeno no CPPI, Regiane Szargiki.
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disso, a proposta é substituir o método de Kjeldahl por um método que quantifique

as proteinas com exatidao e precisédo e, de execugao simples e rapida.

1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo geral

Substituir o método de Kjeldahl para a dosagem de proteinas totais
antigénicas do Antigeno de Montenegro empregado para o diagnostico da

leishmaniose.

1.2.2 Objetivos especificos

® Realizar dosagem de nitrogénio total na solugdo do Antigeno de Montenegro
por método de Kjeldahl (semi-micro determinagao);

® Realizar dosagem de proteinas totais na solugdo do Antigeno de Montenegro
por método fluorimétrico;

® Comparar estatisticamente os resultados obtidos pelos métodos testados e
selecionar o método mais adequado com base na repetibilidade dos valores de

concentragao.
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2 REVISAO DE LITERATURA

A revisao de literatura abordara o conceito sobre as leishmanioses com foco
na leishmaniose tegumentar; a estratégia para o diagndstico dessa patologia; o
diagndstico através do teste de intradermorreacédo de Montenegro; a quantificagao e
padronizagdo do conteudo proteico do Antigeno de Montenegro; e os métodos de

dosagem de proteinas que podem ser utilizados.

2.1 LEISHMANIOSES

As leishmanioses sao doencgas infecciosas, ndo contagiosas causadas por
protozoarios do género Leishmania, que sdo predominantes em areas tropicais e
subtropicais. Os protozoarios podem infectar e permanecer localizados na pele ou
disseminar para mucosa da nasofaringe, medula éssea, baco, figado e outros
orgaos, resultando nas formao apresentagdes clinicas da doenga, conhecidas como
tegumentar e visceral (MSD; GOTO et al., 2012).

Os ciclos de transmissdo das leishmanioses variam de acordo com a regiao
geografica e envolvem uma diversidade de espécies de parasito, vetores,
reservatorios e hospedeiros. A transmissao da leishmaniose ocorre através de
insetos hematofagos conhecidos como fleb6tomos ou flebotomineos, que de acordo
com a regiao recebem diferentes denominagdes, como mosquito palha, tatuquira,
birigui, cangalinha, asa branca, asa dura e palhinha (BVSMS, 2007).

Durante o processo de hematofagia, as fémeas de flebotomineos infectadas
injetam as formas promastigotas de Leishmania no hospedeiro vertebrado. Os
promastigotas que atingem o local da pungéo, sdo fagocitados por macrofagos e
outros tipos de células mononucleares fagociticas e evoluem para as formas
amastigotas, que se multiplicam e passam a infectar outras células fagociticas
mononucleares (CDC, 2020).

Durante o processo hematofagico, o flebotomineo ingere sangue contendo
macrofagos infectados com amastigotas, os quais ao atingirem o intestino do
mosquito evoluem para forma promastigota. Os promastigotas se multiplicam e
migram para as glandulas salivares do mosquito, que ao picar outro hospedeiro,

injetam o protozoario nesse novo hospedeiro vertebrado (CDC, 2020) (Figura 1).
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Figura 1 - Ciclo biolégico e de transmissao de Leishmania
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Conforme apresentado na Figura 1, sdo considerados hospedeiros
vertebrados, 0 homem e hospedeiros que constituem os reservatérios silvestres ou
domésticos das Leishmanias. Os reservatérios sao geralmente canideos, mas
felideos eventualmente também servem de reservatério (Toledo, 2020). Nos
reservatorios silvestres a infec¢do tende a ser benigna e muitas vezes é inaparente
(Toledo, 2020).

2.1.1 Leishmaniose tegumentar americana (LTA)

A leishmaniose tegumentar € uma infeccdo zoondtica que acomete pele e
mucosas e afeta outros animais que ndao o ser humano, o qual pode ser envolvido
secundariamente no ciclo biolégico da doenga (Brasil, 2017). As leishmanioses
tegumentares (LT) sdo caracterizadas pela diversidade das espécies de Leishmania,
de reservatorios e vetores que ocorrem em ambiente silvestre ou peridoméstico e,

de manifestagdes clinicas (Goto e Lindoso, 2012).
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A LT tem ampla distribuicdo mundial e no Continente Americano ha registro
de casos desde o extremo sul dos Estados Unidos até o norte da Argentina, com
excecao do Chile e do Uruguai (BRASIL, 2020). Ao considerar apenas o continente
americano, 12 espécies dermotropicas de Leishmania causadoras de doenga
humana sao reconhecidas e apenas oito espécies sdo descritas em animais. No
Brasil, ja foram identificadas sete espécies, sendo seis do subgénero Viannia e uma
do subgénero Leishmania. As trés principais espécies sao: L. (V.) braziliensis, L.(V.)
guyanensis e L.(L.) amazonensis e, mais recentemente, as espécies L. (V.) lainsoni,
L. (V.) naiffi, L. (V.) lindenberg e L. (V.) shawi foram identificadas em estados das
regides Norte e Nordeste do Brasil (Brasil, 2017).

Nas Américas, a LTA é considerada uma zoonose primaria de mamiferos
silvestres (roedores, marsupiais, edentados e primatas). O homem adquire a
infeccdo ao entrar em contato com as areas florestais onde existem as enzootias
pelas diferentes espécies de Leishmania. Dessa forma, a LT pode ser (1) puramente
silvestre, a qual é associada a derrubada das matas (construcdo de estradas,
instalacdo de povoados em regides pioneiras) e a exploragdo desordenada das
florestas (extracdo de madeira, agricultura, mineragao); (2) silvestre modificada,
que ocorre através de surtos epidémicos sazonais, em areas com pequenos focos
residuais de mata primaria; (3) periurbana, que ocorre de forma endo ou
peridomiciliar, em areas onde ha suspeita da participagdo de animais domesticados
como reservatorios (caes e equinos) (Basano, 2004).

As manifestacdes clinicas da LT podem compreender formas cutineas e
mucocutaneas, cuja distribuicdo pode ser localizada, disseminada e pode diferir
entre o Velho (Europa, Africa e Asia) e no Novo Mundo (Continente Americano)
(Goto e Lindoso, 2012). Nas Américas, um total de 1.067.759 casos novos de
leishmaniose cutanea (LC) e mucosa (LM) foram reportados por 17 dos 18 paises
endémicos no periodo de 2001-2019, com uma média anual de 53.387 casos. Em
2020, os paises que notificaram o maior numero de casos foram Brasil (16.432),
Colémbia (6.161), Peru (4.178), Nicaragua (3.443) e Bolivia (Estado Plurinacional de)
(2.059), que juntos representaram 81% dos casos da Regido (OPAS, 2021).

A forma cutanea localizada da LT é caracterizada por lesdes que ocorrem no
local da picada do flebotomineo, que geralmente sédo areas expostas do corpo, como
face e extremidades. A manifestacao clinica é caracterizada pelo aparecimento de

uma papula eritematosa que evolui progressivamente para uma ulcera com bordas
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elevadas, enduradas e fundo com tecido de granulagdo grosseira, geralmente
indolor, no ponto de inoculagdo das promastigotas infectantes, através da picada do
vetor (Vasconcelos et al, 2018; Mann et al, 2021). A forma cutanea disseminada da
LT é caracterizada pelo aparecimento de multiplas lesbes papulares e de aparéncia
acneiforme que acometem varios segmentos corporais, envolvendo com frequéncia
a face e o tronco (Vasconcelos et al, 2018; Mann et al, 2021).

A forma mucocutanea ou mucosa da LT é caracterizada por lesdo secundaria
que atinge inicialmente a mucosa do nariz e boca com posterior envolvimento da
faringe e laringe e ao contrario da doenga cutanea, a forma mucosa néo cicatriza
espontaneamente (Vasconcelos et al, 2018; Mann et al, 2021). Como ocorre
comprometimento do septo cartilaginoso e destruicdo do nariz e boca, a forma
mucosa apresenta as manifestagées clinicas mais desfigurantes da doenga e o
surgimento dessas deformidades faciais podem ocorrer anos apdés o
desaparecimento dos sintomas cuténeos iniciais (Mann et al, 2021). Além disso, os
pacientes frequentemente relatam sinais e sintomas nasais cronicos, incluindo
secrecdes, sangramento e dor; evidéncia de ulceragao e inflamagao (Mann et al,
2021).

Diante das manifestagbes clinicas da LT, o diagndstico e o tratamento
precoce sao indispensaveis para melhorar o progndéstico, reduzir chances de

mutilacao e minimizar deformidades e sequelas.

2.2 DIAGNOSTICO DA LEISHMANIOSE

Na circunstancia de lesdes tipicas de leishmaniose é possivel presumir
o diagndstico para a doenga quando associadas a procedéncia do paciente de areas
endémicas ou de lugares onde ha casos de leishmaniose ou pela resposta
terapéutica do paciente (Vasconcelos et al, 2018).

A aplicagao e sensibilidade de cada método diagndstico para leishmaniose
pode variar de acordo com as formas clinicas, o tempo de evolucido das lesdes, das
diferentes espécies de Leishmania envolvidas, além da experiéncia de cada servigo
e da qualidade dos equipamentc < insumos utilizados. Desse modo, o diagnostico
da doenga se torna complexo e envolve a associagdo de aspectos clinicos,

epidemioldgicos e laboratoriais (Anversa, 2018 e Brasil, 2017).
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Nos casos suspeitos, quando o individuo apresenta lesdes de pele ulceradas
ou ndo com 3 semanas ou mais de evolucdo sendo residente ou exposto a area de
transmissao, o teste Intradermoreagdao de Montenegro (IDRM) e/ou exame direto
sdo os primeiros passos clinicos (Brasil, 2017). Apds resultado positivo do exame
direto, ha confirmacéo de diagndstico, e apds resultado positivo da IDRM, pode-se
prosseguir com testes sorolégicos ou outras investigacbes e diagnosticos

diferenciais, como demonstrado na figura 2.

Figura 2 - Diagnéstico da leishmaniose tegumentar cutanea
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FONTE: Brasil, 2017

Os procedimentos para o exame direto ou a pesquisa direta do parasita na
lesdo compreendem a escarificagdo da borda da lesdo, ou bidpsia com impressao
do fragmento cutaneo em lamina por aposi¢cdo ou pungdes aspirativas (BRASIL,
2017). O material colhido € corado com derivados do Romanowsky — Giemsa ou
Leishman e observadas no microscopio 6tico para pesquisa de formas amastigotas
(Brasil, 2017). Apesar da pesquisa direta ser rapida, de baixo custo e facil execugao,

o tempo da lesao € inversamente proporcional as chances de deteccéo de parasitos
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e infec¢des secundarias também diminui a sensibilidade diagndstica (Goto, 2012;
Brasil, 2017).

Além do exame parasitoldgico direto, a identificagdo do parasita pode ser
realizada por métodos indiretos, dentre eles citam-se (1) isolamento em cultivo in
vitro, no qual fragmentos cutdneos ou de mucosa obtidos por biépsia da borda da
lesdo sdo inoculados em meios de cultivo especificos; (2) Isolamento in vivo, por
meio de inoculagdes intradérmicas de raspados ou biépsias das lesées no focinho
e/ou patas de hamsters. Esse método apresenta elevada sensibilidade, mas é pouco
realizado devido aos custos e complexidade (Brasil, 2017); (3) Reagao em cadeia da
polimerase (PCR), que se baseia na amplificacdo do DNA do parasito presente na
pele e mucosa e por isso, apresenta elevada especificidade e sensibilidade que, no
entanto, apresenta custo elevado (Brasil, 2017).

Outra possibilidade diagnéstica para Leishmaniose é o0 exame
histopatolégico que se baseia na detecgcdo de granulomas “tubercoloides”, com
infiltrado inflamatoério linfoplasmocitario e eventualmente necrose. No entanto,
granulomas do tipo “sarcoides” e em palicada também podem ser visualizados, bem
como dermatites inespecificas. Portanto, a confiabilidade do diagndstico depende da
deteccdo intra ou extracelular das formas amastigostas de Leishmania sp (Brasil,
2017).

O diagnéstico diferencial com outras doencas sempre deve ser considerado,
uma vez que as caracteristicas da lesao possuem muitas semelhangas, de acordo
com a forma clinica, por exemplo com as lesdes de tuberculose, de algumas
micobacterioses atipicas, as de paracoccidioidomicose cutanea, de Uulceras
decorrentes da anemia falciforme, de ceratoacantoma, de linfoma cutineo, de
esporotricose, entre outras (Brasil, 2017). Esse diagndstico pode ser feito através do
encontro do parasita ou através de testes imunoldgicos, microbioldgicos, citolégicos
e/ou avaliacao histologica (Handler et al., 2015; Vasconcelos et al., 2018).

Os exames imunolégicos também podem ser empregados para o diagnéstico
da leishmaniose e compreendem a Intradermorreagdo de Montenegro (IDRM), que
sera abordada no item 2.2.1 e os testes sorologicos, tais como teste de
imunofluorescéncia para detectar anticorpo, ensaio de imunoabsor¢ao enzimatica
(ELISA); imunocromatografia, teste de aglutinagao direta, Western Blot, entre outros
(Lévéque et al., 2020).
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2.2.1 Teste de Intradermorreagéo de Montenegro

O teste de Intradermorreacdo de Montenegro (IDRM) ou teste cutdneo de
Montenegro ou teste cutédneo de Leishmania avalia a resposta de hipersensibilidade
tardia (Gomes et al., 2014). O IDRM consiste de uma injegéo intradérmica de uma
solugdo contendo antigenos de promastigotas (leishmanina) de Leishmania para
induzir e visualizar a resposta imune adaptativa em individuos previamente
infectados com o parasita (Gomes et al., 2014; Carstens-Kassl et al., 2021).

O teste de IDRM apresenta resultado positivo com o surgimento de uma
papula endurecida, igual ou maior que 5mm apos 48 horas da aplicagdo da injegao
intradérmica na regido anterior do antebrago (Gomes et al., 2014; Mattos, 2017). Os
limites da papula sdo demarcados com caneta esferografica e o didmetro da papula
€ medido com uma régua. A cerca de 3 cm de distancia do eritema visivel, iniciam-
se riscos com a caneta esferografica em diregdo a papula até que uma leve
resisténcia no tracado seja sentida, indicando o inicio da enduragdo, como
demonstrado na Figura 3. O didmetro da papula € delimitado por 4 riscos (Mattos,
2017)

Figura 3 - Delimitagcao da area ao redor do eritema decorrente do teste de intradermorreacéo de
Montenegro

FONTE: Mattos (2017)

Como apresentado, € um teste minimamente invasivo, de baixo custo, que
apresenta uma alta sensibilidade, chegando acima de 90%. Ja a especificidade varia

em torno de 75% e este percentual relativamente baixo € decorrente do numero
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elevado de resultados falso-positivos em casos de infeccédo e reatividade cruzada
com algumas patologias, como doenca de Chagas, micoses subcutaneas,
tuberculose, hanseniase virchowiana, bem como problemas com a execucgao da
técnica (Szargiki, 2005; Gomes et al., 2014)

Historicamente, o primeiro registro do wuso de antigeno para
intradermorreagdo com proteinas totais de Leishmania com a finalidade de avaliagao
imunoldgica, data do ano de 1924, por Jodo Montenegro, com publicagdo nacional
em 1926. A formulagao original do produto no Brasil consistia de extratos alcalinos
preparados com Leishmania braziliensis.

Em artigo publicado em 1977, Melo e colaboradores propuseram uma
padronizagdo para o produto, que consistia em uma suspensdo de 108
promastigotas de Leishmania braziliensis por mililitro previamente rompidas por
ultrasom, diluidas em salina merthiolatada. Posteriormente, o uso de Merthiolate
(thimerosal) foi desaprovado e vetado pela ANVISA e pela Organizagdo Mundial da
Saude, como conservante por causar reagao alérgica mais intensa, o que poderia
levar a interpretagao falso-positiva da resposta do teste intradérmico. Além disso,
era relatado desconforto dos pacientes no momento da aplicagdo do antigeno. O
thimerosal foi entdo substituido por fenol no Antigeno de Montenegro, a
concentragéo de 0,4 ou 0,5 g% em salina fisioldgica, por conferir menor reagéao e
nenhum desconforto (da Silva, 2017).

Quando Montenegro demonstrou pela primeira vez o uso da IDRM em
humanos, ele alertou contra aceitar o resultado do teste sem antes avaliar a
preparagcdo do antigeno, destacando a necessidade de uma leishmanina
padronizada (Carstens-Kassl et al., 2021). No inicio da década de 1990, o Programa
Especial de Pesquisa e Treinamento em Doencgas Tropicais (TDR) da Organizagao
Mundial da Saude solicitou submissdées de leishmaninas padronizadas de
instituicdes de todo o mundo. As trés submissdes recebidas foram uma leishmanina
derivada de Leishmania amazonensis da Universidade de Minas Gerais, Brasil; uma
leishmanina derivada de Leishmania infantum do Istituto Superiore de Sanita, Italia e
uma leishmanina derivada de Leishmania major do Instituto Pasteur, Ird. A
leishmanina iraniana foi selecionada e amplamente distribuida pelo TDR, mas por
razdes desconhecidas, a distribuicdo foi encerrada. Algumas instituicdes, incluindo
as mencionadas acima, continuaram brevemente a produzir leishmanina em menor

escala (Carstens-Kassl et al., 2021).
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O CPPI localizado em Piraquara, Parana, Brasil foi a ultima empresa
produtora da leishmanina brasileira até 2017, quando a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) redefiniu seus requisitos para a fabricagdo do
reagente (Braz, 2019; Carstens-Kassl et al., 2021).

O Antigeno de Montenegro produzido pelo CPPI possuia registro na ANVISA
como produto correlato, mas devera ser considerado medicamento, o que implica o
cumprimento de normas de fabricagdo muito mais abrangentes do que as exigidas
para a fabricacao e registro de produtos Correlatos, e também implica a necessidade
de mudangas no Controle de Qualidade para atender aos requisitos regulatorios
especificos da nova classificagao (da Silva, 2007). O produto do CPPI é considerado
de 12 geracao por ser produzido a partir de uma unica espécie de Leishmania e com
o parasita morto?.

Portanto, a fim de retornar a produgcdo e distribuigdo do Antigeno do
Montenegro, o CPPI estd comprometido em cumprir os requisitos impostos pela
ANVISA e, soh o novo registro, lotes pilotos do Antigeno de Montenegro de 12
geracao voltuu a ser produzido em 2021 e envasadc <in frascos de vidro na forma
de suspensao contendo 107 promastigotas de Leishmania amazonensis por mililitro
(mL). A suspensdo é apirogénica, livre de tragos de antibidticos, multidose para
aplicacao intradérmica e tem sido empregada exclusivamente para fins de pesquisa
em animais (Figura 4). No entanto, ainda ha a necessidade de padronizacbes e
dentre essas, o estabelecimento do método analitico para a quantificacdo da
concentragdo das proteinas antigénicas referente a concentragdo de 107

parasitas/mL2.

2 Fala da bidloga responsavel pela produgéo do antigeno no CPPI, Regiane Szargiki.
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Figura 4 - Antigeno de Montenegro produzido pelo CPPI para uso exclusivo para pesquisa em
animais

FONTE: A autora (2021)

2.3 METODOS DE DOSAGEM DE PROTEINAS

Apds o trabalho de Melo et al. (1977), que correlacionou a eficacia do
antigeno de Montenegro a concentracdo de antigenos protéicos presentes, foi
estabelecida a dose de 40 microgramas de nitrogénio proteico por mililitro de
suspensao (40ug/mL). Essa concentragdo de nitrogénio proteico proposta por Melo
era dosada pelo método de Nessler (Passos, 2004). Esse método tornou-se
obsoleto na rotina por ser de alto custo e de alto risco para a saude do técnico
executor do procedimento, sendo entdo substituido pelo método de Kjeldahl, o qual
€ muito utilizado para doseamento de proteinas em grande quantidade, porém
pouco sensivel para solugdes com minimas quantidades de proteinas (Passos,
2004).

Para o Antigeno de Montenegro produzido pelo CPPI foi validada a
concentragdo de nitrogénio proteico igual ou superior a 26ug/mL dosada pelo
método de Kjeldahl. Para obter resultados mais precisos com esse método é preciso
utilizar um volume grande de amostra por dosagem (chegando a 300mL em alguns
equipamentos), uma vez que o produto possui uma baixa concentracdo de
nitrogénio. Mesmo utilizando o método de micro Kjeldahl, que possibilita o uso de
menor quantidade de amostra, ao longo dos anos de produgéo, outras desvantagens
do método foram evidenciadas como a demora do processo, a necessidade de

equipamento especifico, a utilizacdo de reagentes corrosivos e a possibilidade de
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superestimar as concentragdes de proteinas, pois nem todo nitrogénio esta na forma
proteica (Miwa, Falco e Calijuri, 2008).

Existem diversos métodos para a determinagao de proteinas totais, que foram
desenvolvidos para diferentes amostras, tais como em extratos de células
bacterianas (Biureto), proteinas dissolvidas (Bradford), solugbes que contenham
detergentes (BCA — Acido Bicinconinico), proteina pura (absorgdo UV), alimentos
(Biureto, Lowry, Bradford), plasma sanguineo (Biureto, Lowry, Bradford), plantas
(Lowry), entre outras (Miwa, Falco, Calijuri, 2008). A fim de buscar o método que
quantifigue com o maximo de exatiddo a concentracdo de proteinas na suspensao
de promastigotas, o presente projeto testou outras metodologias de dosagem de
proteinas totais: semi-micro determinagdo pelo método de Kjeldahl, método
fluorométrico e os métodos colorimétricos de Bradford e Biureto, os quais ndo foram

descritos, pois ndo apresentaram sensibilidade para a quantificacdo de proteinas.

2.3.1 Método de Kjeldanhl

O método de Kjeldahl é um método tradicional para a determinacdo de
proteinas em alimentos, ragées e para a maioria dos compostos nitrogenados que
ocorrem nos solos e plantas (Ferreira; Monteiro; Silva, 2001). O método quantifica
nitrogénio total através de 3 etapas: digestao, destilagao e titulagdo. (1) Digestao: a
amostra é digerida com acido sulfurico concentrado sob aquecimento continuo,
levando a conversdo do nitrogénio organico em ion amoénio. (2) Destilagdo: a
solucao obtida é alcalinizada com hidréxido de sodio concentrado. A amoénia
produzida nessa etapa €, entdo, destilada em equipamento especifico. (3) Titulagao:
a amodnia é recuperada em uma solugcao de acido bdrico, e titulada com acido
cloridrico de concentracdo conhecida e padronizada. O teor de proteina bruta da
amostra é obtido pela multiplicagcdo do teor de nitrogénio total pelo fator de
conversao (6,25) (Salman et al., 2010).

O método de Kjeldahl apresenta alto nivel de preciséo, reprodutibilidade,
aparelhagem pouco onerosa, simples aplicagdo e pode quantificar microgramas de
proteina (micro Kjeldahl). No entanto, as desvantagens do método sdo a falta de
especificidade na presenca de compostos com ligagcdes N-N e N-O (Ferreira;
Monteiro; Silva, 2001); possibilidade de superestimar as concentragdes de proteinas,

uma vez que dosa teor de nitrogénio de fontes ndo proteicas (ureia, aminoacidos,
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acidos humicos, entre outros) (Miwa, Falco, Calijuri, 2008); processo demorado;
utiliza reagentes corrosivos e necessita de grandes volumes de amostra. O volume
de amostra necessario classifica o0 método em micro, semi-micro ou semi-macro e
macro Kjeldahl, utilizando-se na digestdo tubos de até 100mL, até 400mL e até
800mL, respectivamente (Tecnal, disponivel em: https://tecnal.com.br/pt-

BR/blog/335_8 duvidas_classicas_sobre_a_digestao_na_analise_de_proteina).

2.3.2 Método por fluorimetria

A fluorimetria € uma técnica utilizada para determinacdo qualitativa ou
quantitativa de substancias, baseada no fenébmeno da fluorescéncia. Fluorescéncia é
o resultado da liberagdo de energia quando uma molécula retorna de seu estado
excitado singlete para o seu estado fundamental. Para liberagdo dessa energia, a
molécula absorve previamente a energia radiante passando do estado fundamental
singlete (baixa energia) para o estado excitado singlete (alta energia) (Vilasboas e
Santos e Gil, 2010).

Essa técnica tem sido utilizada em diversos campos de aplicagdo como
determinacdo de espécies organicas e inorganicas, para determinar metais pesados
por sensores Opticos, medicdo de oxigénio, quantificagdo de farmacos em
medicamentos (de Vilasboas e Santos e Gil, 2010) e quantificagdo de proteinas,
DNA e RNA (Qubit, 2023).

O método fluorimétrico apresenta sensibilidade consideravelmente maior em
comparagao a outras metodologias, entre elas a espectrofotometria UV/visivel,
apresentando limites de detecgao de até trés ordens de grandeza menores, 0s quais
normalmente se encontram na faixa de ng/mL, sendo consequéncia do baixo sinal
de fundo que as medidas fluorescentes apresentam (Sotomayor et al., 2008). O fato
de que um unico fluoréforo pode gerar muitos milhares de fétons detectaveis é
fundamental para a alta sensibilidade das técnicas de deteccédo de fluorescéncia
(Qubit, 2023).

Outra vantagem da fluorimetria € a alta seletividade do método, uma vez que
espécies com rendimentos quanticos de fluorescéncia detectaveis sdo menos
comuns do que substancias cuja fluorescéncia nao pode ser detectada. Desta forma,
moléculas fluorescentes apresentam comprimento de _onda caracteristico

de excitacdo e/ou emissdao. Esses métodos apresentam inpla faixa linear de
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resposta, simplicidade instrumental e o baixo custo de manutencdo e analise,
quando comparados com outros métodos analiticos (Sotomayor et al., 2008).
Deve-se atentar para o fato de que somente certas classes de substancias
exibem luminescéncia nativa, além disto, devem ser considerados os efeitos de
espalhamento e reabsorcdo. Isto tem limitado o uso dos métodos luminescentes
quando comparados a outros métodos analiticos, como cromatografia e
espectrometria UV/visivel. Entretanto, muitas vezes € possivel converter moléculas
nao fluorescentes em derivados fluorescentes usando reagentes especificos, ou
aproveitar a fluorescéncia de compostos que reagem quantitativamente com o
analito de interesse. Para que o método fluorométrico seja efetivo na quantificagéo
do analito, alguns cuidados s&o requeridos, como evitar evaporagdo, adsorgao,
instabilidade do analito, fenbmenos de “quenching”’, reagao com tragcos de impureza

e com oxigénio dissolvido (Sotomayor et al., 2008).

3 MATERIAL E METODOS

3.1 AMOSTRAS

O CPPI concedeu para analise dois lotes do antigeno de Montenegro:
Amostra 1, lote L01/2012, produzido em 2012, que ja possuia laudo de analise, do
ano de 2012, do Instituto de Tecnologia do Parana (TECPAR) com resultado de
30ug/mL de nitrogénio total; e Amostra 2, lote 3220801, produzido em 2021, para
uso exclusivo para pesquisa em animais, com concentracdo de proteinas a ser

determinada.

3.2 METODO DE KJELDAHL (SEMI-MICRO DETERMINAGAO)

O volume da solugédo de Antigeno de Montenegro empregado para o método
de Kjeldahl foi 40mL (Amostra 1). A analise foi realizada em triplicata no laboratério
de Biotecnologia da UFPR que dispunha do digestor DK 20 Digestion Unit (VELP
Scientifica, Usmate Velate, Italia) e destilador automatico com titulador UDK 159
Automatic Kjeldahl Analyzer (VELP Scientifica, Usmate Velate, Italia. A metodologia
foi realizada conforme procedimento descrito no Manual de Operagdo do

equipamento UDK 159.
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Figura 5 - Digestor DK 20 Digestion Unit e destilador automatico com titulador UDK 159 Automatic
Kjeldahl Analyzer, respectivamente

DK 20 Dygestion Uit LIDK 159 Aufomatic Kieldah! Analyzer

FONTE: https://www.velp.com/

Para verificar o funcionamento do DK 20 Digestion Unit, acesse:
https://www.youtube.com/watch?v=0_ZCXNIhtaA . Para verificar o funcionamento do UDK 159

Automatic Kjeldahl Analyzer, acesse: https://www.youtube.com/watch?v=zx2IFp8gvHE.

3.3 FLUORIMETRIA

A analise foi realizada em sextuplicatas independentes, no laboratério de
Controle de Qualidade Fisico-Quimico do CCPI. O fluorimetro empregado foi o
Qubit® Fluorometer 1.0 (Invitrogen. Thermo Fisher Scientific, Massachusets, EUA)
juntamente com o kit Qubit® Protein Assay. A metodologia foi realizada conforme
procedimento descrito no Procedimento “peracional Padrao numero 3.10.22 do
CPPI. Uma solugao de trabalho foi prepara a partir de uma solugéo! .- npao com um
reagente fluorescente. Em tubos de 0,5mL, 20uL da amostra foi diluida 10 vezes
com a solugdo de trabalho_para um volume final de 200uL, homogciicizada em
vortex por 3 segundos e deixada em repouso e ao abrigo da luz por 15 minutos e,
por fim foi realizada a leitura no equipamento.

Cabe ressaltar que ~.quia do usuario do kit utilizado informa que o volume da

amostra a ser empregado, pode ser 10uL a 20uL, dependendo da concentragéo de
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proteinas. Como a concentragdo do Antigeno é ensaiada para 26ug/mL, portanto,

um valor baixo, foi selecionado o maior volume para o teste (20uL).

Figura 6 - Equipamento Qubit Fluorometer 1.0

FONTE: https://www.thermofisher.com/br/en/home.html

3.4 REPETIBILIDADE

A precisdo intra-corrida (repetibilidade) €& parametro imprescindivel a
qualquer método oficial. A metodologia consiste em analisar amostras em
sextuplicata (duas triplicatas realizadas no mesmo dia pelo mesmo analista) e
calcular o desvio padréo relativo (DPR) das concentragdes obtidas entre as
replicatas analisadas. A precisdo € expressa em termos de imprecisdo (perda de
concordancia entre resultados de testes independentes obtidos sob determinadas
condigbes) e calculada como um desvio padrao relativo dos resultados do teste
(AOAC, 2016). O calculo do valor de DPR é demonstrado abaixo.

DPR =DP * 100

média

O critério de aceitagao para precisao intra-corrida foi o valor de DPR menor
ou igual a 2,7%, consultado no Apéndice F da Association of Official Analytical
Chemists (AOAC), conforme previsto pela RDC 166/17, considerando a

concentracédo do analito na amostra, de aproximadamente 1%.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 METODO DE KJELDAHL (SEMI-MICRO DETERMINAGCAO)

Os resultados de leitura da sextuplicata da Amostra 1 sdo apresentados na
Tabela 1. O equipamento apresenta o resultado em miligramas de nitrogénio total,
que foi convertido para microgramas. O calculo para demonstracédo do resultado em

Mg/mL leva em consideragdo a tomada de amostra de 40mL, como apresentado

abaixo.
pug de N 40mL
Resultado (pg/mL)---------- 1mL
Tabela 1 - Nitrogénio total quantificado em solugéo de Antigeno de Montenegro
Nitrogénio
total (ug de Nitrogénio Média D.P.* D.P.R.
Amostra N) total (ug/mL) (ng/mL) (mg/mL) **(%)
A1 700 17,5
A2 1098 27,5
A3 644 16,1
A4 1025 25,6 21,8 &3 287
A5 1160 29,0
A6 600 15,0

FONTE: A autora (2023)
*Desvio Padrao

**Desvio Padrao Relativo

O DPR de 28,7% (Tabela 1) indica que a quantificacdo de proteinas na
Amostra 1 pelo método de Kjeldahl apresentou baixa repetibilidade, pois conforme
descrito no item 3.4, a variagao aceitavel para imprecisao analitica deve ser igual ou
menor a 2,7%, (AOAC, 2016). Além disso, conforme informado no item 3.1, o
nitrogénio total ja havia sido previamente quantificado na Amostra 1 e o valor obtido
foi 30ug/mL Ao comparar esse resultado com o obtido no presente trabalho

(21,8ug/mL), também é possivel observar a baixa reprodutibilidade do método.
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Outro ponto a ser considerado € o grande volume de solugédo de Antigeno de
Montenegro empregado no método de Kjeldahl. Apds a produg¢do do Antigeno, cada
frasco de vidro recebe 1mL da solugdo. Portanto, 120 frascos de cada lote produzido
de Antigeno de Montenegro seriam destinados para a quantificagao de proteinas em
triplicata, uma vez que o método de Kjeldahl requer 40mL em cada replicata.

Por fim, conforme discutido anteriormente, as outras desvantagens do método
€ a possibilidade em superestimar a concentracdo de proteinas, ja que o nitrogénio
total é quantificado, o emprego de reagentes corrosivos, principalmente o acido

sulfurico concentrado na digestao, e a necessidade de equipamentos especificos.

4.2 FLUORIMETRIA

O principio do método fluorométrico para quantificacdo de biomoléculas
(proteinas, DNA, RNA) empregando o equipamento Qubit Fluorometer é baseado na
reagao entre a biomolécula e um fluoréforo especifico. O fluordforo livre apresenta
baixa fluorescéncia, mas ao interagir com as biomoléculas emite alta fluorescéncia,
que é capturada pelo detector do equipamento (Chauhan, 2018).

A primeira etapa do método é calibrar o equipamento. Os padrdes 1, 2 e 3 do
kit possuem concentragdao de 0, 200 e 400ug/mL, respectivamente, segundo o
fabricante. O preparo de cada padrao envolve diluicdo de 10uL em reagente de cor
para um volume final de 200uL, portanto a concentragdo de leitura esperada para
cada padrao é resultante da divisdo da concentracao inicial pelo fator de diluigao
(200/10). Os resultados de leitura dos padrées sdo apresentados pelo equipamento
ja levando em consideragao essa diluicdo como mostrado na Tabela 2. A linearidade

da curva de calibragédo é demonstrada no Gréfico 1, com R?= 0,983.



Tabela 2 - Resultado de leitura dos padrbes
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Padrao Concentracgao real Concentragao Leitura
(mg/mL) esperada (ng/mL) determinada
(ng/mL)
1 0 0 <1
200 10 10,8
400 20 17,6

FONTE: A autora (2023)

GRAFICO 1 - Curva de calibragéo dos padrées 1, 2 e 3 do Qubit Protein Assay Kits, com linha de
tendéncia

Leitura {pgfml)

[=]

Curva de calibragao

0.044% + 0,667 R* = 0,883

100

200 300

Concentragso (pg/ml)

FONTE: A autora (2023)

Eixo X = Concentragao real; Eixo Y = leitura determinada.

400

Os resultados de leitura da sextuplicata da Amostra 2 sao apresentados na

Tabela 3. O fator de diluicdo leva em consideracdo a tomada de amostra de 20uL

que foi diluida para a solug¢ao de leitura com volume final de 200pL.



37

Tabela 3 - Resultado de proteinas totais em ug/mL

Amostra Leitura Fator de | Resultado | Média D.P.* D.P.R.**
(mg/mL) diluicao (mg/mL) (%)
(200/20)

1 2,67 10 26,7

2 2,83 10 28,3

3 2,7 10 27,0

4 2,64 10 26,4 21,0 07 2,0

5 2,66 10 26,6

6 2,67 10 26,7

Fonte: A autora (2023)
*Desvio Padrao

**Desvio Padrio Relativo

A quantificagdo pelo método por fluorimetria possui faixa de leitura de 12,5
Mg/mL a 5 mg/mL, sendo entdo sensivel para a faixa de concentracdo esperada de
proteinas totais para o Antigeno de Montenegro. Nos testes realizados, 0 método
mostrou boa repetibilidade, com valor de DPR abaixo de 2,7%, além de requerer a
utilizacdo de pequena quantidade de amostra. O método, por quantificar proteinas
totais, € mais seletivo e possui ainda as vantagens de utilizar reagentes de facil
aquisicao, ser de rapida execugao (reagao entre o reagente de cor e a amostra leva

15 minutos) e requerer a utilizagado de equipamentos simples.
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5 CONCLUSOES

A quantificagao de proteinas totais por fluorimetria apresentou vantagens em
relacdo ao método de classico de Kjeldahl. A quantificacdo pelo método de Kjeldahl
mostrou baixa repetibilidade, com valor de DPR acima de 2,7% e, mesmo a semi-
micro determinagado, requereu grandes quantidades de amostra. O método pode
superestimar as concentracdes de proteina por quantificar nitrogénio total e possui
as desvantagens de utilizar reagentes corrosivos e de requerer utilizagdo de
equipamentos especificos.

A fluorimetria apresentou boa repetibilidade, com valor de DPR abaixo de
2,7%, além de requerer a utilizagdo de pequena quantidade de amostra. O método &
mais especifico por quantificar proteinas totais e possui ainda as vantagens de
utilizar reagentes de facil aquisicéo, ser de rapida execugao e de requerer utilizagao
de equipamentos simples. A quantificagao por fluorimetria € um método alternativo
vantajoso para ser incorporado ao processo de producdo do Antigeno de

Montenegro.
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