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RESUMO

As leishmanioses sdo classificadas como doencas vetoriais emergentes e altamente
negligenciadas, carentes de programas de controle que contenham sua incidéncia. Sao
ocasionadas por protozoarios parasitas do género Leishmania. Devido a ampla variedade de
espécies causadoras e a resposta imunoldgica do hospedeiro, pode-se observar um largo
espectro de manifestacfes clinicas, sendo classificadas em leishmaniose cutanea (LC),
mucosa (LCM ou LM) e leishmaniose visceral (LV). As técnicas de espectroscopia 6ptica vém
se destacando na area de diagndéstico de doencas infecciosas, uma vez que elas facilitam,
por meio da andlise direta dos espectros obtidos de amostras bioldgicas, a obtencdo de
resultados precisos aliados a metodologias ndo invasivas, possibilitando um diagnéstico em
tempo inferior ao de métodos tradicionais. O objetivo deste trabalho foi otimizar a metodologia
para identificacdo de espécies de Leishmania causadoras de LC ou LM a partir da analise
multivariada de espectros de absor¢cdo no infravermelho, bem como identificar as
contribuicbes espectrais mais importantes e associa-las aos componentes biolégicos das
amostras. As amostras submetidas a andlise por FTIR foram culturas axénicas de cepas que
j& haviam sido devidamente identificadas e caracterizadas por métodos convencionais:
Leishmania (Leishmania) amazonensis (IFLA/BR/1967/PH8) e Leishmania (Viannia)
braziliensis (MHOM/BR/75/M2904). A absorcdo das amostras de culturas de formas
promastigotas na regido do infravermelho médio foi avaliada (MID de 600 a 000 cm-1)
utilizando um acessorio de reflectancia atenuada para coleta dos dados - espectroscopia
Optica vibracional e, em seguida, analisada com base em métodos estatisticos de analise
multivariada, a fim de diferenciar as espécies/cepas de referéncia. Um total de 37 amostras
das culturas de parasitos foram analisadas durante semanas diferentes, utilizando o software
de programacdo MATLAB R2015b. Os resultados apresentaram distingées entre as amostras
nas regides espectrais entre 1200 e 900 cm™, além de uma regido entre 1028 e 1120 que
esta associada a absorcao de polissacarideos. Na andlise de grupamento utilizando PCA, foi
observada uma divisao clara entre as duas espécies de Leishmania. Os resultados indicam
gue a andlise FTIR associada a aprendizagem de maquina pode ser um método viavel para
distinguir as espécies de Leishmania. Esta abordagem podera facilitar um diagndstico mais

exato e um tratamento mais eficaz para os doentes.

Palavras-chave: Diagndstico espectroscépico. Aprendizagem de maquina. Leishmaniose

cutanea. Identificacdo de Leishmania.
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ABSTRACT

Leishmaniases are recognized as emerging and highly neglected diseases, for which there
are currently no control programs in place to contain their incidence. The causative agents are
protozoan parasites belonging to the genus Leishmania. The wide variety of causative species
and the host's immunological response result in a broad spectrum of clinical manifestations,
which are classified as cutaneous leishmaniasis (CL), mucosal leishmaniasis (MCL or ML)
and visceral leishmaniasis (VL). Optical spectroscopy techniques are becoming increasingly
prominent in the field of infectious disease diagnosis. They facilitate the direct analysis of
spectra obtained from biological samples, combined with non-invasive methodologies,
enabling diagnosis in less time than traditional methods. The objective of this study was to
improve the methodology for the identification of Leishmania spp. species that cause CL or
ML, employing multivariate analysis of infrared absorption spectra. Additionally, the most
significant spectral contributions were identified and associated with the biological
components of the samples. The samples submitted for FTIR analysis were promastigote
cultures of strains that had already been properly identified and characterized by conventional
methods: Leishmania (Leishmania) amazonensis (IFLA/BR/1967/PH8) and Leishmania
(Viannia) braziliensis (MHOM/BR/75/M2904). The mid-infrared absorption of the samples was
evaluated (wavelength range of 600 to 000 cm-1) using an attenuated reflectance accessory
for data collection, namely vibrational optical spectroscopy. Subsequently, the data were
subjected to statistical multivariate analysis to facilitate the differentiation of the species and
reference cells. A total of 37 samples of the parasite cultures were analyzed at different times
using MATLAB R2015b software. The results demonstrated distinctions between the samples
in the spectral regions between 1200 and 900 cm-1, as well as a region between 1028 and
1120 cm-1, which is associated with polysaccharide absorption. The cluster analysis,
conducted using principal component analysis (PCA), revealed a distinct separation between
the Leishmania species. The results suggest that FTIR analysis may serve as a viable
diagnostic method for distinguishing between Leishmania species. This approach may

facilitate more accurate diagnoses and more effective treatments for patients.

Keywords: Spectroscopic diagnosis. Machine learning. Cutaneous leishmaniasis.

Identification of Leishmania



1 INTRODUCAO

1.1 Doengas tropicais negligenciadas

As doencas tropicais negligenciadas (DTNs) sdo doencas relacionadas a
aspectos socioecondbmicos da sociedade, jA que ocorrem predominantemente na
populacdo mais vulneravel, sem acesso aos cuidados em saude apropriados, em
regides remotas e rurais, ou em regidées onde ha contato com animais e vetores das
doencas.! A pobreza esta diretamente relacionada com a permanéncia de DTNs. Os
paises que apresentam os indices de desenvolvimento humano (IDH) mais baixos e
os maiores indices de DTN estao localizados nas regides tropicais e subtropicais do
mundo. Entre esses paises esta o Brasil, que ocupa a 702 posi¢cdo no IDH. Nove das
dez DTNs estabelecidas pela Organizacao Mundial da Saude (OMS) estéo presentes
no Brasil.”

As leishmanioses sdo conhecidas e classificadas como doencas emergentes e
altamente negligenciadas (DTNSs), carentes de programas de controle que contenham
sua incidéncia. Devido a ampla variedade de espécies causadoras e a resposta
imunoldgica do hospedeiro, pode-se observar um largo espectro de manifestacdes
clinicas, sendo classificadas em leishmaniose cutanea (LC), mucosa (LCM ou LM) e
leishmaniose visceral (LV)3. Sdo doencas zoonodticas causadas por distintas espécies
de protozoarios parasitos do género Leishmania, que sdo transmitidos a animais e
humanos pela picada de insetos flebotomineos (Diptera: Psychodidae:

Phlebotominae) em um ciclo complexo.®*

1.2 Leishmaniose Tegumentar

Leishmaniose Tegumentar (LT) é um grupo de doencas infecciosas, nao
contagiosas, onde sao observadas Ulceras na pele e mucosas. Recentemente, a OMS
e a Organizacdo Pan-Americana de Saude no Brasil vém apresentando nova
classificacao para as leishmanioses, sendo doravante classificadas em leishmaniose
cutanea (LC), mucosa (LCM ou LM) e leishmaniose visceral (LV).® Porém, muitas

referéncias ainda mencionam a classificagdo antiga, onde as leishmanioses
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polarizam-se basicamente em LT e na forma sistémica mais grave, leishmaniose
visceral (LV).

A LT constitui um problema de saude publica em 88 paises, distribuidos em
quatro continentes (Américas, Europa, Africa e Asia), com registro anual de 1 a 1,5
milhdes de casos. E considerada pela OMS como uma das seis mais importantes
doencas infectoparasitarias, pelo seu alto coeficiente de detec¢cédo e capacidade de
produzir deformidades.®

No Brasil, a LT é uma das afec¢des dermatoldgicas que merece mais atencao,
devido a sua relevancia e risco de ocorréncia de problemas que pode produzir no ser
humano. Da mesma forma, pelo envolvimento psicolégico, com reflexos no campo
social e econdmico, uma vez que, na maioria dos casos, pode ser considerada uma
doenca ocupacional. Apresenta ampla distribuicdo com registro de casos em todas
as regides brasileiras.®

O ciclo bioldgico de Leishmania se inicia quando um flebotomineo fémea se
alimenta de sangue de um hospedeiro infectado, ingerindo macréfagos que contém
formas amastigotas; assim, no tubo digestivo dos flebotomineos, essas amastigotas
se diferenciam em formas promastigotas, flageladas. Nesse viés, no proximo repasto
sanguineo, durante a picada, o inseto transmite as promastigotas para a pele do
hospedeiro, as quais séo fagocitadas pelos macréfagos e outras células do sistema

imune. A Figura 1 ilustra o ciclo de vida dos parasitos do género Leishmania.
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Figura 1. Ciclo de vida dos parasitos do género Leishmania. Fonte: Adaptado

de CDC, https://www.cdc.gov/parasites/leishmaniasis/biology.html.

A LT, no Brasil, tem como principais agentes etiolégicos a Leishmania
(Leishmania) amazonensis, L. (Viannia) guyanensis e L. (V.) braziliensis.* A
leishmaniose cutanea (LC) é a forma clinica mais frequente, com boa resposta ao
tratamento, associando-se as trés espécies mencionadas. L. (L.) amazonensis
ocasiona lesdes cutaneas localizadas e, ocasionalmente, alguns individuos podem
desenvolver o quadro de leishmaniose difusa (LCD). Em casos raros, as lesbes
podem se tornar numerosas, denominando-se leishmaniose cutanea disseminada.*

A LC manifesta-se por lesdes restritas a pele, que geralmente sdo Unicas ou
em pequena quantidade e apresentam tendéncia a cicatrizacdo espontanea. Em
casos mais raros, ocorre uma forma disseminada, caracterizada por multiplas lesdes.
A aparéncia das lesdes pode variar, sendo que infec¢cdes bacterianas secundarias
podem torna-las mais inflamadas, dolorosas e purulentas.® O periodo de incubac&o
normalmente varia de duas semanas a dois meses. A lesao ulcerada é precedida por
uma macula que surge logo ap6és a picada do inseto, permanecendo por um a dois

dias. Em seguida, a macula evolui para uma papula que aumenta gradualmente,
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geralmente resultando em uma ulcera. A linfadenomegalia satélite pode surgir antes,
durante ou apds o desenvolvimento da les&o. °

As Ulceras tipicas de LC sdo, em geral, indolores, localizam-se em &reas
expostas da pele, possuem formato oval ou arredondado, com diametro que varia de
milimetros a centimetros. Apresentam uma base infiltrada, eritematosa e firme, com
bordas elevadas e bem definidas, e fundo avermelhado com granulac¢des grosseiras.®

A Figura 2 ilustra alguns exemplos de lesdes causadas pela LC.

Figura 2. LesBes cutaneas associadas a leishmaniose cutanea. Fonte: Manual de

vigilancia da leishmaniose tegumentar. Ministério da Saude, 2017.

1.3 Leishmaniose Visceral (LV)

A Leishmaniose Visceral é considerada uma zoonose e apresenta distribuicéo
mundial. As espécies causadoras fazem parte do complexo L. donovani e sdo
classificadas em duas espécies: L. infantume L. donovani. A L. donovanié
encontrada no Subcontinente Indiano e no leste da Africa, enquanto L. infantum esté
distribuida na Asia Central e Oriente Médio, bem como nas Américas, no Brasil. Os
parasitos sdo transmitidos por meio da picada das fémeas de diversas espécies de

flebotomineos. No Brasil, a principal espécie transmissora é Lutzomyia longipalpis.®
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No Brasil, a LV é endémica e esta presente nas cinco regides, sendo a regidao
Nordeste a de maior prevaléncia de casos, pois suas condicbes ambientais sao
favoraveis a proliferacdo dos vetores. O desenvolvimento de sintomas inespecificos
e, muitas vezes, tardios, contribui para a transmissdo do parasita no ambiente
doméstico.’

A LV apresenta manifestacdes clinicas graves caso o diagnostico e tratamento
ocorram de forma demorada. Os principais sintomas séo: febre e dor abdominal e os
principais sinais sao: aumento do figado e do baco e palidez (Figura 3) sendo esses

sintomas fatores de risco para morte. ’

Figura 3. Hepatoesplenomegalia, sinal observado na Leishmaniose visceral.
Fonte: Manual de Vigilancia e Controle da Leishmaniose Visceral. Brasilia: Ministério
da Saude, 2014.

1.4 Diagnostico das leishmanioses

As técnicas de diagndstico disponiveis atualmente para LT e LV apresentam
desempenho variavel, dependendo da forma clinica e do tempo de evolugcédo da
doenca, espécie de Leishmania envolvida, carga parasitaria, presenca de infeccdes
secundéarias, forma de coleta e tipo de material biolégico utilizado, além de estrutura
laboratorial e corpo técnico disponivel para andlise. Além disso, todos os resultados
dos exames deverdo ainda ser interpretados pelo médico, que indicard a conduta

correta para cada paciente. 8

Em linhas gerais, os diagnosticos laboratoriais da LT e LV se baseiam na

visualizacdo do parasito por técnicas de exame direto ou isolamento do mesmo in
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vitro, sendo considerados referéncia para a identificacdo da doenca. O exame
parasitologico direto € o mais usado, principalmente pelo baixo custo e facilidade de
execuc¢ao no laboratoério. Assim, esse exame consiste na visualizagdo ao microscopio
de formas amastigotas a partir de material obtido de escarificacdo, aspirado ou
biépsia da lesédo (LT) ou aspirado de medula 6ssea (LV), sendo fixado em lamina de
microscopia e corado por corantes apropriados.® Contudo, vale salientar que o exame
parasitolégico é invasivo e muitas vezes inviavel em programas de saude publica por

conta de sua demora de operag&o.®

Para os métodos de cultivo in vitro, no caso da LT, o isolamento do parasito se
da a partir do maceramento do fragmento de lesdo semeado em meios de cultura e
permite a visualizacdo de formas promastigotas apds um periodo de crescimento no
meio.® Formas amastigotas de Leishmania podem ser visualizadas também em

bidpsias de lesdo enviadas para avaliacdo histopatolégica.

Testes soroldgicos detectam o nivel de anticorpos nos pacientes e sua
sensibilidade varia de acordo com a técnica utlizada. As reacbfes de
imunofluorescéncia indireta, ELISA e Western blot sdo normalmente as mais citadas
em trabalhos sobre o assunto.® A técnica de ELISA é uma ferramenta para o
imunodiagnostico na LV, pois é um teste sensivel e permite a deteccédo de baixos
titulos de anticorpos, porém possui baixa precisdo na deteccao de casos e grande
possibilidade de reagdes cruzadas.'® Os titulos de anticorpos especificos sdo mais
elevados nas formas mais graves da doenca, como na LCD e na LV. Os niveis de
anticorpos encontrados na leishmaniose mucosa (LM) s&o superiores aos
encontrados na LC e os niveis de anticorpos tendem a ser baixos na LC nédo

complicada®.

A intradermorreacdo de Montenegro (IDRM) avalia a resposta celular de
hipersensibilidade tardia a antigenos de Leishmania inoculados por via intradérmica,
exame utilizado no diagnostico da LT. A reagdo € caracterizada por endurecimento
no local da inoculacéo, causada pela infiltracdo abundante de linfécitos e macréfagos.
Em areas endémicas, a IDRM positiva pode ter diferentes interpretagdes, tais como
doenca ativa, exposicao ao parasito sem doenca ou doenca pré-existente, bem como

exposicdo anterior ao antigeno de IDRM, alergia ao diluente do teste ou reacgédo
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cruzada com outras doencas. Essa reacdo de hipersensibilidade tardia possui
sensibilidade que varia entre 86% a 100%; contudo, a contaminacdo cruzada do
coquetel de antigenos pode diminuir a especificidade da técnica. O teste é
considerado positivo quando o diametro da placa na area endurecida for maior do que
5 mm. Atualmente o teste esta indisponivel no mercado nacional devido a limitacdes
na producdo do antigeno, e muitos profissionais da saude aguardam pelo seu

retorno.!

Podemos também lancar mao de métodos moleculares de identificacéo,
capazes de detectar o DNA do parasito, como a técnica da reacdo em cadeia da
polimerase (Polymerase Chain reaction, PCR). Essa técnica apresenta maior
sensibilidade e especificidade que as técnicas citadas anteriormente, porém necessita
de estrutura laboratorial complexa e profissionais qualificados para sua execucdo. A
sensibilidade do ensaio depende principalmente da amostra biolégica e dos primers
usados para amplificacdo da sequéncia-alvo. Os alvos de amplificacdo mais utilizados
sdo o DNA nuclear, assim como o gene de RNA ribossémico de subunidade pequena
(SSU rRNA), DNA extracromossdmico, como DNA cinetoplastidial repetitivo (kDNA),

genes mini-éxon e a regido do espacador transcrito interno ribossémico. 12

Uma das principais limitaces da PCR baseada em DNA é a quantificacdo do
DNA de parasitas mortos (visto que a meia vida do DNA é de 24 horas dentro da
célula). Ja a nested PCR utiliza o produto de uma PCR anterior com um par de primers
internos ao par utilizado na primeira reacdo. Contudo, sdo propensos a contaminacao
e ndo sdo recomendados, exceto em laboratérios credenciados. Da mesma forma, a
PCR multiplex envolve a amplificagéo de diferentes alvos de DNA ao mesmo tempo.
Outrossim, embora tais ensaios sejam mais sensiveis que a PCR convencional,

possuem altos custos, tornando-os inadequados para campo.*?
1.5 Técnicas para identificacdo das espécies de Leishmania

Para as leishmanioses, por serem classificadas como protozooses de alta
incidéncia no Brasil, é crucial que a identificacdo das espécies seja realizada, uma

vez que a doenca possui amplo espectro clinico, relacionado as espécies causadoras.
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Além disso, esse diagnéstico € necessario para que se tenha um maior controle da

enfermidade e possibilidade de um tratamento mais especifico.

Técnicas moleculares como a PCR permitem o diagnéstico e a identificacao
da espécie causadora da infeccdo.’® Neste caso, a PCR se baseia na sintese
enzimatica in vitro de copias de fragmentos de DNA, a qual imita a replica¢do natural
do DNA, uma vez que a partir de uma molécula do acido nucleico, gera-se bilhdes de
moléculas similares na reacdo.!® Dessa forma, é possivel realizar a identificacéo e
diferenciacdo de espécies de Leishmania através da utilizacdo de iniciadores
especificos e genes alvos, entre eles ITS (DNA espacador ndo codificante),
sequéncias repetitivas de DNA nuclear, genes do citocromo-b, mini-éxon, G6PD, cpb,
gp63 e hsp70.'* Porém, o custo elevado e a necessidade de laboratérios bem
equipados e mao-de-obra qualificada € uma desvantagem da técnica. Além disso, ela

nao € totalmente sensivel, podendo ocorrer possiveis resultados falsos negativos.*®

A analise isoenzimatica de parasitas em cultura € a abordagem convencional
para a identificacdo das espécies de Leishmania. O padrdo-ouro € a eletroforese
enzimatica multilocus (Multilocus Enzyme Electrophoresis, MLEE) que requer a
cultura e o isolamento dos parasitas, cujo resultado pode levar semanas ou meses
apo6s o diagnostico.’® A MLEE é de grande relevancia para os estudos
epidemiologicos sobre LT, mas nao é suficientemente rapida para orientar as
decisdes terapéuticas de primeira linha. Assim, na maioria dos casos, 0s clinicos

determinam o primeiro curso da terapia com base apenas em dados epidemioldgicos.
17

J& o0 sequenciamento genético abrange muitas abordagens de software para a
identificacdo dos genes codificadores de proteinas e RNA. Esses genes codificadores
séo organizados em aglomerados com milhares de genes adjacentes na mesma fita
de DNA. Em Leishmania, mMRNAs maduros resultam de poliadenilacdo coordenada e
trans-splicing de um RNA precursor policistronico. Esse processo acrescenta uma
sequéncia lider de splicing (SL) de 39 nucleotideos para o 5’ final do mRNA. Assim,
os tratos de polipirimidina (PPT) fornecem os sinais para o processo. 1 Apesar da
especificidade, o custo elevado e a necessidade de equipamentos e mao-de-obra

gualificada constituem limitacdes da metodologia.
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Diante disso, nota-se a relevancia de se estudar e utilizar novas técnicas para
a identificacdo de espécies de Leishmania, dada a sua ligacdo com a conduta
terapéutica e direcionamento de medidas de saude publica com base em dados

epidemioldgicos.
1.6 Espectroscopia FTIR

A espectroscopia infravermelha com transformada de Fourier (FTIR) € uma
técnica que utiliza energia infravermelha média para analisar a estrutura molecular e
a composicado de substancias, medindo a absor¢céo de frequéncias especificas de luz
infravermelha, fornecendo uma impresséo digital Unica para identificacdo e analise
das amostras.’® A radiacio infravermelha interage quando atinge frequéncias de
energia vibracionais especificas das ligacbes de grupos funcionais presentes na
molécula, revelando assim caracteristicas especificas na composicdo da amostra
analisada. Esse método oferece uma abordagem répida, precisa, minimamente
invasiva e econdmica para identificar as espécies de microrganismos?’?®. Essa
tecnologia tem se mostrado muito promissora, pois € necessario um manuseio
minimo de amostras para obtencéo de resultados. Tem o potencial de beneficiar os
pacientes, pois permite a selecdo de um tratamento adequado, além de contribuir

significativamente para a coleta de dados epidemioldgicos?’:?8,

Os métodos de diagndéstico disponiveis no mercado para as DTNs possuem
desvantagens em seu uso: falso-negativos, procedimentos que exigem profissionais
qualificados e baixa sensibilidade sao algumas delas, além de serem invasivos em
alguns casos.?° Para superar essas desvantagens, novas alternativas utilizam
técnicas de espectroscopia oOptica. A FTIR associada a andlise multivariada vem
demonstrando grande potencial diagndéstico, visto que € um método rapido, ndo
invasivo com alta sensibilidade e de baixo custo. Em particular, a regido do
infravermelho compreende modos vibracionais que estdo associados a importantes
componentes bioquimicos, os quais podem ser analisados como marcadores para
identificar alteracBes metabdlicas. A espectroscopia FTIR associada ao aprendizado
de maquina (ML) foi capaz de diagnosticar varias doengas infecciosas com alta

precisdo, como por exemplo a analise do espectro da saliva, que obteve 100% de
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precisdo para o diagnostico de COVID — 192! e para a dengue, amostras de soro de

humanos infectados forneceram 89% de precis&o.??

1.7 Métodos de Aprendizagem de Maquina

A FTIR vem sendo combinada com algoritmos de aprendizagem de maquina
(machine learning, ML) para fornecer resultados rapidos e precisos para muitos
diagndsticos.?*?* A andlise de componentes principais (PCA) é uma técnica
multivariada usada para gerar indices e agrupar individuos de acordo com a variagao
em suas caracteristicas, facilitando a analise de padrdes entre eles para melhor
visualizar as variaveis que contribuem para a separacdo entre grupos.?®> O Support
Vector Machine (SVM), por outro lado, € um algoritmo matematico que consiste em
reconhecer padrdes, separar os dados em regides e determinar 0s riscos juntamente
com os intervalos de confianga para sua separagdao. O SVM cria um plano usando
diferentes funcdes para separar dois grupos; o SVM linear calcula a média dos dois

grupos para a tomada de decisdo.2°

1.7.1 Anélise de Componentes Principais

A PCA é uma técnica multivariada utilizada para a reducdo do volume dos
dados com a menor perda possivel de informacdes, promovendo a observacao do
comportamento do sistema em coordenadas reduzidas, ou seja, é relacionada a ideia
de reducéo de massa de dados. %23

Esta técnica pode ser utilizada para geracao de indices e agrupamento de
individuos. A andlise agrupa os individuos de acordo com a variagcdo de suas
caracteristicas, facilitando o comportamento dos padrdes entre essas variaveis
(Figura 4).
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Figura 4. Agrupamento de classes de acordo com a variancia.

Dessa forma, o PCA é uma transformacéo para reducéo de dimensionalidade.
Quando se tem alta dimensao, essa transformacéo sera responsavel por encontrar
um novo espaco para reduzi-la, e assim tornar possivel melhor visualizagdo das

variaveis que contribuem para a separacao.

1.7.2 Maguina de Suporte de Vetores (Support Vector Machine, SVM)

O SVM é um algoritmo matematico que consiste no reconhecimento de
padrdes, segregando os dados em regides e determinando riscos juntamente com
intervalos de confianca para sua separacgao.

Para que isso seja feito, 0 SVM utiliza vetores de peso, margens de risco e
funcdes para diminuir o overfitting do sistema, situacdo a qual se obtém erros
elevados no conjunto de previsao. °2°

O SVM constréi um plano utilizando diferentes funcbes para separar dois
grupos (Figura 5). No exemplo do SVM linear, ele calcula a média dos dois grupos

para tomada de decisao.
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Feature Y

Figura 5. Plano linear para separagcéao de grupos.

A FTIR tem sido usada em estudos para identificar espécies de Leishmania.
Aguiar et al.?’ diferenciaram as espécies L. (L.) amazonensis, L. (L.) chagasi (sin. L.
(L.) infantum) e L. major por meio da deconvolugcéo das bandas por ajuste de curva
nessas regifes, diferenciando quantitativamente polissacarideos, amida I,
fosfolipidios, proteinas e acidos nucleicos. Desta forma, as espécies apresentaram
variacdes significativas, que contribuiram para sua diferenciacdo. Hornemann et al.
diferenciaram espécies de Leishmania do Velho Mundo (L. major, L. tropica, L.
infantum e L. donovani) e hibridos de espécies diferentes usando impressdes digitais
espectroscopicas vibracionais. 28

Estudo realizado em 2018 para tentar separar e identificar espécies de
Trypanosoma cruzi, Trypanosoma rangeli e Leishmania infantum apresentou
resultados bastante promissores, onde a analise multivariada e da curva de ajuste

gaussiana foram suficientes para distinguir as espécies.®!

Nesse sentido, Barbosa et al 3.também conseguiu diferenciar fémeas de

flebotomineos da espécie Lutzomyia longipalpis e Lutzomyia cruzi utilizando a técnica do
FTIR.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O objetivo do presente estudo foi diferenciar espécies de Leishmania
causadoras de leishmaniose cutdnea e mucocutanea, provenientes do cultivo
axénico, a partir da analise multivariada de espectros de absorcao no infravermelho
das culturas dos parasitos (formas promastigotas), identificando as contribui¢cdes
espectrais mais importantes para a identificacdo e associando-as aos componentes

biolégicos das amostras.

2.2 Objetivos especificos

= Discriminar espécies de Leishmania de cepas de referéncia a
partir das culturas dos parasitos mantidas no Laboratério de
Parasitologia Humana/INBIO/JUFMS por meio da analise
multivariada de espectros de absorcdo no infravermelho das
culturas dos parasitos;

» Identificar as contribuicbes espectrais mais importantes para a
identificacdo das espécies e associa-las aos componentes

biolégicos das amostras.
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3 METODOLOGIA

3.1. Amostras analisadas

As amostras submetidas a analise por FTIR foram cepas de referéncia que ja
haviam sido devidamente identificadas e caracterizadas por métodos convencionais:
Leishmania (Leishmania) amazonensis (IFLA/BR/1967/PH8) e Leishmania (Viannia)
braziliensis (MHOM/BR/75/M2904). Os parasitos foram cultivados em meio de cultivo
agar sangue modificado — Neal, Novy e Nicolle (NNN), com fase liquida de
Schneider's Insect Medium suplementado com soro fetal bovino a 20% (Sigma-
Aldrich®, SP/Brazil), penicilina 10.000 U/mL e estreptomicina 10 mg/mL (Sigma-
Aldrich®, SP/Brazil). As culturas foram incubadas entre 24°C e 26°C.

As culturas foram expandidas na fase estacionaria de crescimento e
analisadas entre 0 sexto e sétimos dias de cultivo. Para o preparo das amostras,
ambas as culturas foram centrifugadas a 3.500 rpm por 10 minutos e posteriormente
0 sobrenadante foi descartado. O concentrado de parasitas foi entdo ressuspenso em
500 pyL de meio e submetido a andlise FTIR. Um total de 37 amostras das mesmas
culturas de parasitas foram analisadas durante semanas diferentes, utilizando o

mesmo protocolo de analise.

3.2. Preparo das amostras para espectroscopia FTIR e andlise

multivariada

Para a aquisicdo dos espectros no infravermelho, 20 pL das amostras de
cultura ressuspensa foram depositados sobre substrato sélido de silicio, utilizando
duas técnicas distintas: “casting” e “spin-coating”. BAKER et al.?%3% aponta a influéncia
da secagem das amostras e da espessura das mesmas sobre os resultados finais.
Assim, para estudar as melhores condi¢cbes de preparo, observando facilidade e
custo, estes dois métodos foram avaliados. Apds deposicao, a absorcédo das amostras
na regiao do infravermelho médio foi avaliada (MID de 600 a 000 cm-1), utilizando um
acessorio de reflectancia atenuada para coleta dos dados - espectroscopia éptica

vibracional (FTIR, Perkin-Elmer, modelo Spectrum 100). Os dados obtidos foram
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analisados com base em métodos estatisticos de analise multivariada, a fim de
diferenciar as amostras dos isolados das espécies/cepas de referéncia. Para isso, foi
utilizado o software de programacédo MATLAB R2015b, no qual desenvolvemos uma
rotina onde foi feita a leitura dos pontos obtidos nos espectros, transformacdo dos
dados em matrizes e assim, execucao das funcdes referentes a analise multivariada.
O principio fundamental da analise multivariada € a reducéo da dimensionalidade dos
dados, possibilitando reduzir uma quantidade grande de informacgbes, em um
pequeno conjunto de dados que expressem a maior variacao do sistema. Esta técnica
computacional executou uma analise estatistica que compara cada informacao
fornecida, identificando os pontos que apresentam maior “discriminancia” entre os
dados e os compara entre si, visando a diferenciagcdo entre os grupos baseados no

conjunto de variaveis fornecidas.

3.3. Algoritmo de analise multivariada de dados

Inicialmente, os espectros foram pré-tratados através do método SNV
(Standart Normal Deviation) para reduzir possiveis discrepancias experimentais entre
os dados, seguido por andlise de aprendizagem supervisionada e nao
supervisionada, com a selecao de intervalos espectrais com melhor potencial para
separacdo dos grupos. A regido do MID (4000 a 350 cm-1) possuia 0 maior nimero
de informacdes relacionadas as proteinas e aos compostos organicos. A analise ndo
supervisionada foi realizada pelo método de PCA (Principal Component Analysis),
utilizando os comandos padrées do Matlab, e a analise supervisionada foi realizada
utilizando a caixa de ferramentas Classification Learner versdo 10.1, por meio dos
meétodos: Analise de Discriminante (com funcbes Lineares, Quadraticas e Sub-
espaciais), SVM (com fung¢les Linear, Quadratic, Cubic, Fine Gaussian, Medium
Gaussian e Coarse Gaussian) e KNN (com funcdes Fine Gaussian, Medium
Gaussian, Coarse Gaussian, Cosine, Cubic e Weighted). Testes de validac¢ao cruzada
foram realizados utilizando o método de leave-one-out cross-validation, e 30% das
amostras foram reservadas para validacdo externa. O numero de PCs empregado na
analise foi avaliado de forma a evitar a ocorréncia de “overfitting” ou “underfitting” nos

modelos.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

O desempenho do modelo foi avaliado através da precisdo da classificacdo
no teste de validacdo cruzada Leave-One-Out (LOOCV), em que uma amostra &
selecionada para teste. Em contrapartida, as amostras restantes sao utilizadas para
a formacéao do modelo. Para melhorar a precisao global, foi efetuado um exame do
desempenho do modelo de previsdo em varios nUmeros de componentes principais
(PCA).

Foram observadas precisdes o6timas quando foram incorporados PCAs
adicionais de ordem superior com menor variancia de dados. Foi selecionado o
numero de PCAs que conduziu ao primeiro pico na precisao global durante os testes

LOOCYV e de validagéo, atenuando o sobreajuste °2°-25,

Os espectros FTIR médios e o desvio padrdao para os grupos L. (L.)
amazonensis e L. (V.) braziliensis estao resumidos na Figura 6. Este grafico permitiu
a identificacéo de distingdes entre as amostras, particularmente na forma do espectro

na regido espectral entre 1200 e 900 cm-t, e entre 1600 - 1550 ™,

— LAM

e

— LBR

Normalized Transmittance

1800 1650 1500 1350 1200 1050 900
Wavenumber (cm %)

Figura 6. Espectro FTIR médio para L. amazonensis (L_AM) e L. braziliensis
(L_BR).

A regido entre 1028 e 1120 cm-1 no espectro estd associada a absor¢ao por

polissacarideos, principalmente a 1086 cm-1, que corresponde a P=0 (estiramento
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simétrico de >PO, em &cidos nucleicos). Esta distingdo entre grupos funcionais
fosfodiésteres na estrutura do DNA/RNA pode estar relacionada com a diferenciacao
entre L. amazonensis e L. braziliensis. Essa diferenca também foi observada por

Aguiar et al. analisando as espécies L. amazonensis, L. major e L. chagasi.?’

Na analise de agrupamento utilizando PCA, foi observada uma divisdo clara
entre as espécies de Leishmania. A Figura 7 indica a heterogeneidade bioquimica
entre as espécies ao longo dos eixos PC1 e PC2 e a contribuicdo espectral para o
agrupamento. Isto demonstra que a andlise FTIR foi capaz de discriminar entre as
as espeécies de Leishmania analisadas. A aplicagdo da aprendizagem de maquina
permitirh que o prototipo metodologico para a diferenciagéo entre espécies evolua
para um programa capaz de fazer esta distincdo em amostras de pacientes,

tornando o tratamento mais rapido e eficiente.

PCA (Train vs. Test)

o LAM ) A PC1
LBR - / /

PC2

PC2 (36.4%)
s
Loading

1650 1500 1350 1200 1050 900

PC1 (53.5%) 1800
Wavenumber (¢cm ™ *)

Figura 7. Andalise de componentes principais de espectros normalizados de FTIR. (A)
grafico de pontuacéo e (B) grafico de carga. O circulo vazio representa as amostras
usadas no teste de validacdo. Espectros médios de FTIR para L. (L.) amazonensis

(L_AM) e L. (V.) braziliensis (L_BR).
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5 CONCLUSAO

Os resultados obtidos indicam que a analise FTIR pode ser um método de
diagndstico viavel para distinguir entre espécies de Leishmania. Esta abordagem
podera facilitar um diagndstico mais rapido e fidedigno e, consequentemente, um
tratamento mais eficaz para os pacientes. Além disso, a pronta identificacdo das
espécies circulantes podera contribuir para o direcionamento de medidas de saude

publica para as leishmanioses com base em dados epidemiol6gicos.
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