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Resumo

A Leishmaniose Visceral Canina (LVC), € uma doenga grave causada pelo protozoario Leishmania
infantum, transmitida por artrépodes do género Lutzomyia. Trata-se de uma zoonose de grande
importancia, e os animais acometidos podem apresentar sinais clinicos como emagrecimento,
fraqueza, febre intermitente, e problemas renais e hepaticos. O diagnéstico definitivo da
leishmaniose ainda € pouco preciso, pois existem similaridades com outras enfermidades. As
técnicas recomendadas atualmente pelo ministério da saude para diagnéstico em cées sao o teste
rapido imunocromatografico e o ensaio imunoenzimatico (ELISA), que embora sejam
extensivamente utilizadas, ainda apresentam problemas associados a sensibilidade e
especificidade. Atualmente, técnicas de espectroscopia 6ptica associada a analises baseadas em
aprendizado de maquina, vem sendo estudadas para diagnéstico de infecgdo por diversos
patdgenos, inclusive a L. infantum. A espectroscopia € uma metodologia de facil acesso, custo baixo,
e tem apresentado bons resultados na diferenciagdo de amostras positivas e negativas para
Brucella, Leishmania, entre outros. No entanto, até o presente momento, a maioria dos estudos tém
realizado comparagdes dicotdmicas (infectado x ndo infectado), deixando duvidas quanto a real
capacidade da metodologia em determinar uma infeccdo em especifico. Nesse contexto, este
trabalho teve por objetivo avaliar de forma mais detalhada a metodologia de diagnéstico sorolégico
de L. infantum baseada na espectroscopia UV-Vis e aprendizado de maquina, ndo apenas quanto a
capacidade de diferenciacdo de amostras positivas e negativas para L. infantum, mas também, co-
infecgdes e amostras positivas para outros agentes infecciosos comuns em caes tais qual Ehrlichia
canis. Os resultados obtidos indicam que a co-infecgao por Ehrlichia dificultou a identificagao precisa
dos animais infectados e n&o infectados por Leishmania (acuracia inferior a 50%). No entanto,
observou-se boa capacidade discriminatéria na distingao entre amostras positivas e negativas para
E. canis (acuracia de 77,8%). Sera necessario ampliar o banco de dados para andlise, e implementar
ajustes dos parametros e métodos de aprendizado de maquina para melhorar a capacidade
discriminatéria da metodologia e torna-la viavel como método de diagnoéstico.

Palavras-chave: Leishmaniose, espectroscopia, diagnostico.

Abstract

Canine Visceral Leishmaniasis (CVL) is a severe disease caused by the protozoan Leishmania
infantum, transmitted by arthropods of the genus Lutzomyia. It is a zoonosis of major importance,
and affected animals may present clinical signs such as weight loss, weakness, intermittent fever,
and renal and hepatic impairment. The definitive diagnosis of leishmaniasis remains imprecise, since
it shares similarities with other diseases. The diagnostic techniques currently recommended by the
Ministry of Health of Brazil, for dogs, are the immunochromatographic rapid test and the enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA), which, although widely used, still present issues related to
sensitivity and specificity. Currently, optical spectroscopy techniques combined with machine
learning-based analyses have been investigated for the diagnosis of infections caused by various
pathogens, including L. infantum. Spectroscopy is an accessible and low-cost methodology, and has
shown promising results in differentiating positive and negative samples for Brucella, Leishmania,
among others. However, to date, most studies have relied on dichotomous comparisons (infected vs.
non-infected), leaving uncertainties regarding the actual ability of the methodology to determine a
specific infection. In this context, the present study aimed to evaluate in greater detail the serological
diagnostic methodology of L. infantum based on UV-Vis spectroscopy and machine learning, not only
in terms of its ability to differentiate positive and negative samples for L. infantum, but also to assess
co-infections and samples positive for other common infectious agents in dogs, such as Ehrlichia
canis. The results obtained indicate that co-infection with Ehrlichia hampered the accurate
identification of animals infected and non-infected with Leishmania (accuracy below 50%).
Nevertheless, good discriminatory capacity was observed in distinguishing positive and negative
samples for E. canis (accuracy of 77.8%). Expanding the dataset and implementing parameter
adjustments and machine learning methods will be necessary to improve the discriminatory ability of
the methodology and make it feasible as a diagnostic tool.

Keywords: Leishmaniasis, spectroscopy, diagnosis.
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1. INTRODUGAO

As leishmanioses podem ser classificadas como visceral (a mais grave),
cutanea, cutanea difusa e mucocutanea, sendo considerada um problema de saude
publica em paises em desenvolvimento, os quais apresentam cerca de 12 milhdes
de pessoas infectadas e 350 milhées em risco de infecgdo. Anualmente, cerca de
50.000 a 90.000 novos casos sao registrados (OMS, 2021; ULIANA et al. 2021).

Mais de 70 espécies animais sao consideradas hospedeiros naturais do
género Leishmania spp., e entre eles, os caes sao 0s que possuem maior
proximidade com o ser humano, pois além de atuar como reservatérios nas areas
urbanas, servem como elo entre o ciclo silvestre e o ciclo urbano. Logo, o
diagndstico e controle da doenga nos céaes sao importantes medidas para o controle
da mesma, e a adogdo de métodos diagnosticos de alta sensibilidade e
especificidade se tornam cruciais (OMS, 2021; ULIANA et al. 2021).

Particularmente, a leishmaniose visceral canina (LVC), também chamada de
calazar, € uma doencga parasitaria causada pelo protozoario Leishmania infnatum e
transmitida através do repasto sanguineo por flebotomineos, como o mosquito-
palha, grupo de insetos pertencentes a ordem diptera, subordem Nematocera,
familia Psychididade. A espécie Lutzomyia longipalpis € considerado o mais
importante vetor de L. infantum no Brasil (URQHART, 1998; TAYLOR et al., 2016).

Apesar de existirem varios métodos disponiveis para o diagndstico da
doencga, a dificuldade no diagndstico ainda existe, seja por limitagcdes de
procedimentos necessarios ao diagndstico ou por baixa especificidade e ou
sensibilidade dos testes (PERINOTO, 2010). Tal dificuldade em um diagndstico
prévio pode acarretar dificuldades no tratamento e controle e ainda facilitar o
avango e disseminagcdo da doenca. E como alternativa para contornar essa
dificuldade, vé-se a necessidade de combinar mais de um método diagndstico, seja
ele soroldgico, parasitoléogico ou molecular. Mas tal abordagem pode ser inviavel,
principalmente em grandes populagbes ou regides menos desenvolvidas
economicamente (BOWMAN, 2010).

Pesquisas envolvendo o diagndstico de doengas, convergem para a busca
de inovagdes que facilitem a obtencéo de resultados precisos aliados a métodos

nao invasivos, além de possibilitar tempo inferior aos métodos tradicionais. Com
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iss0, a espectroscopia vem se destacando por apresentar-se como uma ferramenta
de diagndstico preciso e seletivo para diversas infecgdes. A espectroscopia UV-Vis,
em particular, permite a detecgao de alteracdes bioquimicas nos fluidos biolégicos,
desprezando o uso de equipamentos dispendiosos, técnicas complexas e um longo
periodo de espera dos resultados. No entanto, por se tratar de dados complexos e
com respostas sobrepostas, a analise destes dados nao é trivial (PEPE et al., 2001;
ETZIONI et al., 2003; GARNETT et al., 2012; NOGUEIRA et al., 2022).

Dessa forma, e utilizando os métodos de imunocromatografia e ELISA como
testes confirmatérios para LVC, o presente estudo propde avaliar o
desenvolvimento de uma metodologia diagndstica simples, rapida e de baixo custo,
fundamentada na espectroscopia UV-Vis associada ao aprendizado de maquina.
Além de avaliar a capacidade deste método distinguir as infec¢des por L. infantum

de outras infecgdes, tal qual a erliquiose canina.

2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. Introdugao

A leishmaniose visceral canina (LVC) é uma antropozoonose causada por
protozoarios do género Leishmania, cujo o agente etiologico € transmitido atraves
da picada de flebotomineos vetores (ABBIATI et al., 2019). No Brasil, L. infantum
apresenta como vetor duas espécies de flebotomineos: Lutzomyia longipalpis e
Lutzomyia cruzi, conhecido como mosquito-palha, que normalmente se reproduz
em locais com matéria organica em decomposicao (MAIA, 2013; SILVA et al., 2017;
NISHIDA E DELMASCHIO, 2017; LIMA E GRISOTTIB, 2018). Ademais, outras
especies também sao reconhecidas como responsaveis pela transmissao dos
protozoarios em outros paises, como a Nyssomyia sp., Psychodopygus sp. e
Phlebotomus sp. nas Américas — incluso Brasil, sendo este ultimo género vetor
principal na Europa, Asia e Africa (ULIANA et al., 2021; KAMETIUK et al., 2022).

A LVC é uma das zoonoses consideradas mais importantes por se tratar de
uma doenca severa e fatal para os cées. Estes animais atuam como reservatérios
do protozoario, facilitando a disseminacdo da doenca em ambientes urbanos e
periurbanos (ABRANTES et al., 2018). Sendo assim, o reservatdrio tem um papel

fundamental na expansdo da enfermidade principalmente nas regides
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consideradas endémicas, além de estar fortemente associado a incidéncia da
doenca em humanos (MACHADO et al., 2016).

Considerada crénica e sistémica, essa doengca acomete multiplos 6rgaos e
tecidos como baco, figado e medula éssea, causando alteragdes clinicas muito
variaveis por entre os individuos infectados. O diagndstico precoce € dificultado
devido as diferentes respostas imunolégicas desenvolvidas nos hospedeiros e do
longo periodo de incubacdo, podendo variar de meses a anos, além da
possibilidade de coinfecgdes com outros patdgenos (PALATNIK-DE-SOUSA E DAY,
2011; OPS, 2019).

2.2. Transmissao e ciclo biolégico

A transmissdo da L. infatum ocorre durante o repasto sanguineo do
flebotomineo em um vertebrado infectado, no qual o vetor ingere os macrofagos
parasitados com formas amastigotas de Leishmania spp. No trato digestério do
vetor, ocorrera uma fissdo binaria, multiplicacdo e diferenciagdo para forma
promastigota, onde irdo colonizar o eséfago e a faringe do vetor e ficardo aderidas
ao epitélio pelo flagelo e la irdo se diferenciar em promastigotas metaciclicas
(formas infectantes) fagocitario (IKEDA-GARCIA E MARCONDES, 2007;
STOCKHAM E SCOTT, 2011).

O ciclo estara completo com a picada do flebétomo infectado e posterior
inoculagdo de formas promastigotas na corrente sanguinea do hospedeiro
vertebrado. No interior do macroéfago irdo se diferenciar em formas amastigotas que
se multiplicardo por divisdo binaria. Os macréfagos, agora repletos de amastigotas,
se tornam desvitalizados e rompem-se liberando essas formas, onde serao
fagocitadas por um novo macréfago. Assim, ocorre a disseminagdo hematogénica
e linfatica para outros tecidos, além de que por ser um parasito intracelular
obrigatério, e por razdo do sistema imune ser dependente dessas células
parasitadas, havera a reducdo da defesa tendo em vista que a multiplicacdo do
parasito promove o rompimento celular (IKEDA-GARCIA E MARCONDES, 2007;
BRASIL, 2014).
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2.3. Sinais clinicos

Nem todos os animais infectados apresentarao sinais clinicos, pois a
imunocompeténcia do hospedeiro influencia a forma de apresentagao clinica da
LVC. Dessa forma, a manifestacdo pode ocorrer de maneira assintomatica, ou
sintomatica (BRASIL, 2014).

Por se tratar de uma doenca de carater sistémico e crénico, a LVC afeta
tecido cutaneo e visceras. Os caes podem nao apresentar nenhum sinal aparente,
porém quando sintomaticos comumente apresentam mais de um sinal clinico,
podendo ainda serem colocados em quatro classes, levando em conta a exposicao,
infeccdo e doenca (Quadro 1) (MAIA, 2013; ALVES et al., 2015, BRASILEISH,
2018).

Quadro 1. Classificagdo de caes quanto a exposigéo, infecgdo e doenca. Quadro adaptado de
Brasileish (2018).

Classificagao Caracteristicas

Assintomatico, sem alteracdes
o . laboratoriais, ndo reagente na
Nao infectado sadio _ _ _ _
sorologia, negativo na citologia,

histologia, PCR e cultura

Assintomatico, com/sem alteracdes
laboratoriais leves, reagente na
Exposto sorologia (niveis de anticorpos baixos
a medios), negativo na citologia,

histologia, PCR e cultura

Assintomatico, com/sem alteracdes
laboratoriais leves, niveis de
Infectado sadio anticorpos de baixos a médios,
positivo na citologia, histologia/imuno-
histoquimica, PCR e/ou cultura.

Sintomatico com/sem alteragdes
Infectado doente laboratoriais, reagente na sorologia

(niveis de anticorpos baixos a altos),
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positivo na citologia, histologia, PCR

e/ou cultura

Nas alteragdes dermatoldgicas, a principal € a dermatite esfoliativa com
descamacao, muito comum na cabeca, orelhas e extremidades. Pode haver
hiperqueratose nasodigital com hipotricose ou alopecia na regido, além de alopecia
periocular. Outros achados também incluem a onicogrifose, dermatite ulcerativa,
despigmentagédo nasal com erosodes e ulceragdes, dermatite nodular e piodermite
bacteriana secundaria (MAIA, 2013; ALVES et al., 2015).

Nas alteragdes sistémicas, suas manifestagdes clinicas variam de acordo
com a resposta imunologica expressa pelo animal infectado. Hepatomegalia e
esplenomegalia sao achados corriqueiros podendo ser detectados antes mesmo
de um exame ultrassonografico, pois os mesmos, quando em tamanho exacerbado,
podem ser apalpados durante exame fisico (ROCHA et al., 2022).

Outras alteragbes encontradas sao a conjuntivite, inflamagao das margens
das palpebras, rinite, poliartrite neutrofilica e glomerulonefrite, sendo esta ultima
induzida por imunocomplexos podendo resultar nos sinais classicos de poliuria,
polidipsia, proteinuria e em casos graves, a sindrome urémica (ROCHA et al.,
2022). Como consequéncia dessas alteragdes podemos encontrar secreg¢ao ocular,
tosse, epistaxe, poliuria, polidipsia, ictericia, letargia, intolerancia a exercicios,
febre, perda de peso, émese e diarreia. Na fase final da doenca, geralmente ocorre
paralisia dos membros posteriores, caquexia, inanicdo levando ao o6bito, sintomas
estes que podem ser confundidos com outras doencas de carater infeccioso,
imunomediado ou neurolégico, como a cinomose (BRASIL, 2014; FREIRE e
MORAES, 2019).

Existem métodos de diagndstico diretos e indiretos para LVC e a escolha da
técnica a ser usada depende da fase da patogenia (estadiamento) e dos sinais

clinicos apresentados pelo animal.

2.4. Diagnéstico
O diagndstico da leishmaniose deve ser fundamentado na analise conjunta
de trés fatores: clinica, epidemiologia e exames laboratoriais. Este conjunto é
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indispensavel para ter um diagndstico mais assertivo, visto que os sinais clinicos
da LVC por vezes sao inespecificos ou se assemelham com as de outras
hemoparasitoses como a erliquiose, babesiose e tripanossomiase, principalmente
nas areas endémicas a coexisténcia dessas enfermidades. Dentre os métodos
diagnosticos mais utilizados se destacam os soroldgicos, parasitologicos e
moleculares (BRASIL, 2006).

As técnicas sorolégicas recomendadas atualmente pelo Ministério da Saude
para inquérito canino séo o teste rapido imunocromatografico Dual Path Platform
(TR DPP® Leishmaniose) e o ensaio imunoenzimatico (Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay — ELISA). Porém a desvantagem destes testes seria a
incapacidade de detectar caes infectados antes da soroconversao e a possibilidade
de ocorrer reacdo cruzada com anticorpos produzidos em resposta a outros
agentes infecciosos como Babesia sp., Ehrlichia sp. e Trypanosoma sp., 0 que pode
acarretar em resultados falso-positivos assim como abordagens terapéuticas
equivocadas (SILVA et al., 2011).

A falta de um método de diagndstico mais eficiente e rapido dificulta a
aplicacao correta e antecipada do tratamento, prejudicando o controle da LVC e
reduzindo as perspectivas de sucesso terapéutico. Por essa razao, urge a
investigacdo e o aprimoramento de técnicas diagndsticas nao invasivas, ageis,
economicamente acessiveis e altamente sensiveis para a LVC principalmente em
regides onde a doenga é endémica.

Para avaliar a efetividade dos métodos diagndsticos, sdo considerados
principalmente dois fatores: sensibilidade e especificidade. A sensibilidade refere-
se a propor¢cao de resultados positivos em individuos doentes, enquanto a
especificidade indica a propor¢ao de resultados negativos em individuos saudaveis,
e considerando-se a pratica clinica e epidemiolégica, deseja-se que esses valores
sejam elevados num método diagnostico. No contexto da leishmaniose, é
importante destacar que a utilizagcdo de diferentes técnicas diagnosticas em
conjunto amplia a eficiéncia desses dois critérios mencionados anteriormente
(VARGAS; MARIA, 2023).
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2.4.1 Diagnéstico parasitologico

O método parasitolégico € considerado o padrao-ouro, além de ser o mais
utilizado na rotina clinica dos médicos veterinarios para LVC. Consiste na deteccao
de formas amastigotas de Leishmania spp. em material de aspirados de medula
0ssea, linfonodos ou raspado de pele, ou outros tecidos em locais que ocorrem a
multiplicagdo do parasito (NISHIDA E DELMASCHIO, 2017; ALMEIDA, 2016).

O procedimento consiste na fixacdo da amostra em Iamina e coradas pelos
métodos Giemsa, Leishman ou Pandético Rapido, que possibilitam a visualizagao
do parasito em microscopia. Na mesma, as formas visualizadas sao amastigotas,
apresentando-se em forma oval, esférica, com nucleo grande e arredondado,
localizadas normalmente no interior de macréfagos e outras células com
caracteristica mononuclear fagocitaria, tornando este um método altamente
especifico (MAIA, 2013; COSTA, 2020).

Quando observada a presenga do parasito na microscopia, ha o diagnéstico
conclusivo da infec¢do, garantindo seguranga no diagndstico. Por mais que esses
exames sejam considerados assertivos, simples e praticos, ttm uma sensibilidade
variavel (53-86%), pois depende da qualidade da amostra, capacidade técnica do
técnico e da qualidade dos corantes utilizados. Além de que dependendo do
numero de parasitos na amostra e da quantidade de campos observados na
microscopia, pode gerar resultados falsos-negativos, principalmente em céaes
assintomaticos (NISHIDA E DELMASCHIO, 2017; ALMEIDA, 2016; BRAZ et al.,
2015).

2.4.2 Diagnéstico imunolégico

Os testes imunolégicos sao utilizados devido a grande quantidade de
anticorpos, produzida pelos animais infectados, principalmente a imunoglobulina G
(lgG). Esses anticorpos podem ser detectados por variadas metodologias
imunoldgicas, tornando uma ferramenta atrativa o diagndstico soroldgico,
principalmente pela relativa facilidade na execugao da técnica, custo reduzido e
ainda pode ser aplicado em uma grande populagdo. Porém, mesmo sendo

amplamente utilizados estes testes nao apresentam 100% de sensibilidade e
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especificidade, além de que os resultados podem ter sua acuracia comprometida
por diversos fatores (JERICO et al., 2015).

A sensibilidade soroldgica pode estar comprometida em animais recém
infectados ou no periodo pré-patente podendo apresentar resultado falso negativo
pela insuficiente produgcdo de anticorpos detectaveis, se tornando uma
problematica, principalmente em regides endémicas. Além disso, o grau de
resposta imunoldgica sofre variagdo de individuo conforme sua condigao clinica.
(GREENE E VANDEVELDE, 2015; JERICO et al., 2015).

A especificidade dos testes sorologicos também pode ser comprometida,
principalmente frente a reagdes cruzadas com anticorpos produzidos por outros
agentes infecciosos, principalmente hemoparasitos como os ja citados Ehrlichia sp.,
Babesia sp. e Trypanosoma sp.. A presenga desses e outros agentes podem
acarretar em resultado falso positivo, assim como caes filhotes com idade inferior a
5 meses podem ser reagentes ao teste devido aos anticorpos colostrais de origem
materna (SILVA et al., 2011; LARSON, 2016).

Dentre os métodos sorolégicos mais utilizados estdo o teste de ELISA e
reacao de imunofluorescéncia indireta (RIFI). Além destes, outro teste corriqueiro
na rotina clinica veterinaria € o teste imunocromatografico, que possui como
vantagem a rapidez e facil leitura, mas que em contrapartida apresenta uma
sensibilidade reduzida, aumentando os riscos de resultados falsos (SOUSA et al.,
2014; GREENE E VANDEVELDE, 2015; SOUZA et al., 2019).

2.4.2.1 Teste imunocromatografico rapido

O teste rapido imunocromatografico € muito utilizado como um método de
triagem dispensando laboratorio e equipamentos especializados, sendo uma
ferramenta pratica e acessivel, principalmente em campanhas de saude publica,
abrigos e clinicas com infraestrutura laboratorial limitada. O principal teste utilizado
€ o DPP® (Dual Path Platform Leishmaniose Bio Manguinhos). A sensibilidade varia
de 72-97% e sua especificidade de 61-100% (SOUSA et al., 2014; NISHIDA E
DELMASCHIO, 2017; SOUZA et al., 2019).

O teste baseia-se na técnica de imunocromatografia de fluxo lateral,
podendo ser realizado com sangue total, soro ou plasma. Sua metodologia consiste
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na deteccado de anticorpos, utilizando o método antigeno-anticorpo. O teste tem
imobilizado em membrana os antigenos recombinantes, sendo o rk28 especifico
para Leishmania spp., no qual quando o soro do animal € aplicado, anticorpos
especificos se ligam aos antigenos e formam um complexo, sendo este visualizado
por meio de um marcador corado (imunocromafins), como o ouro coloidal. Caso o
resultado seja positivo, realiza-se exames confirmatorios e se negativo, o animal é
considerado negativo (SOUZA et al., 2013; FIGUEIREDO et al., 2018).

No entanto, esses testes nado possibilitam realizar a quantificacdo de
anticorpos, limitando sua utilidade como método de monitoramento ou
acompanhamento. Outra limitagdo presente € a incapacidade de diferenciar
animais infectados dos vacinados contra leishmaniose, sendo necessario verificar
essa possibilidade antes de realizar o teste diagndstico, evitando assim resultados
falso positivo (FIGUEIREDO et al., 2018).

2.4.2.2 Ensaio Imunoenzimatico - ELISA

Considerado mais padronizavel e com uma boa relagao custo-beneficio, o
ensaio imunoenzimatico ELISA (do inglés “Enzyme Linked Immunonosorbent
Assay”), € uma das metodologias mais amplamente utilizadas em laboratérios de
diagndstico veterinario e humano. E uma técnica cuja busca por antigenos ou
anticorpos se da pela indugao do processo de reagédo antigeno-anticorpo, junto a
adicdo de uma enzima, comumente a peroxidase, para que ocorra reacao ao
anticorpo (caso esteja presente) e propiciar a visualizagao a partir de uma reagao
cromogénica que resulta numa coloragdo, cuja intensidade € medida por
espectofotometria, sendo proporcional a quantidade de anticorpo presente na
amostra (TRAVI et al., 2018).

Tendo em vista que é um teste que depende da quantidade de anticorpo
presente, o desempenho do mesmo estd relacionado a fatores biologicos e
técnicos, como o estado clinico do animal, sendo este um fator crucial na acuracia
do mesmo. Ou fator que interfere é a hemolise, seja por uma coleta traumatica, pela
transferéncia do sangue coletado ao tubo, ou mesmo um transporte mal
acondicionado, pois havera ruptura de hemacias e liberagdo de hemoglobina, que

podem interferir na leitura da absorbancia pela coloracao avermelhada da amostra
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ou acoplamento da molécula de hemoglobina no lugar do anticorpo, gerando
resultados falsamente positivos (FARIA E ANDRADE, 2012; LIPPIl etal., 2012). Este
teste apresenta uma especificidade que varia de 81-100% e sensibilidade entre 80-
95%, independentemente do tipo de antigeno empregado no teste (LAURENTI,
2009).

2.4.2.3 Reagao de Imunofluorescéncia Indireta - RIFI

Areacédo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) é outro teste sorologico muito
aplicado para deteccéo de anticorpos contra L. infantum, muitas vezes combinado
com o ELISA para um melhor resultado. Mesmo tendo sido considerado um exame
referéncia por muitos anos no diagnostico da LVC, possui muitas limitagbes, como
a subjetividade na leitura, pois a mesma € baseada na interpretagdo visual em
microscopio de fluorescéncia, exigindo uma maior demanda por profissional com
capacitagao técnica, qualidade na preparacao da técnica e condi¢bes adequadas
do microscépio de fluorescéncia. E realizado através da diluicdo do soro do animal
em solugdo salina, buscando a visualizagao de promastigotas por fluorescéncia na
lamina (AOKI et al., 2010; EVARISTO et al., 2021).

As amostras dos animais suspeitos serdao diluidas em solugdo salina
tamponada e posteriormente adicionadas as laminas onde estara fixado forma
promastigotas de Leishmania spp., ocorrendo a reacdo de anticorpos contra o
parasito (caso esteja presente). A visualizagdo da reagdo ocorre por meio da
identificacdo de fluorescéncia com o auxilio de microscépio especifico. Caso haja
ligacao destes anticorpos, o animal possui IgG contra o antigeno em questao, caso
o conjugado utilizado seja anti-IgG. A diluicdo de referéncia, preconizada pelo
Ministério da Saude, para classificar um anormal como reagente ou n&o reagente
€ de 1:40 (Referéncia manual do Ministério da saude). Em casos de leishmaniose
visceral, normalmente encontram-se titulos elevados devido a alta carga parasitaria
(LUCIANO et al., 2009). O teste de imunofluorescéncia indireta possui 80-100% de
especificidade, e de 90-100% de sensibilidade (LAURENT]I, 2009).
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2.4.3 Imuno-histoquimica

A imuno-histoquimica € uma técnica de diagnostico direto, que faz a
avaliacdo de meétodos histoldgicos convencionais a detecgdo de antigenos em
tecidos por meio de anticorpos. Esse método tem apresentado uma elevada
especificidade e bom desempenho frente a casos cuja confirmagao diagndstica se
mostra dificil ou inconclusiva. Ele é realizado a partir da identificacdo do parasito
em cortes de fragmentos de tecidos retirados por biopsias, principalmente da face
interna do pavilhdo auricular de caes, no qual sdao encontradas maiores
concentragdes do parasito, ou conteudo obtido através da puncgao de linfonodos ou
medula 6ssea (LIMA et al., 2013; GUERRA et al., 2016; COSTA, 2020).

O exame consiste na associagédo do antigeno de Leishmania spp. com um
anticorpo (Ac primario). Logo apos, um segundo anticorpo ira se ligar ao primeiro
(Ac secundario), permitindo assim, a visualizacao do antigeno (LIMA et al., 2013;
GUERRA et al., 2016).

O emprego deste método diagndstico propicia melhores resultados pois tem
um melhor contraste e visualizagdo, aumentando sua sensibilidade e especificidade
na detecgao do agente. Ele a especificidade da reacado antigeno-anticorpo com a
preservagao da morfologia tecidual, o que permite além da visualizagdo do parasito
em si, também a analise do processo inflamatdrio e infeccioso no tecido avaliado,
permitindo realizar caracterizagdo histopatologia da resposta do animal. Além
disso, possui como vantagem significativa a possibilidade de detectar parasitas
mesmo com amostras de baixa carga parasitaria. Em contrapartida, como limitagao
a demora na execucao da técnica. Possui 70 a 80% de sensibilidade e 100% de
especificidade resultando em um valor maior quando comparado com a
histopatologia (LIMA et al., 2013; GUERRA et al., 2016; MUNFORD, 2016, COSTA,
2020).

2.4.4 Diagnoéstico molecular

A reagcdo em cadeia da polimerase (PCR, do inglés “Polymerase Chain
Reaction “) trata-se de uma técnica que tem a capacidade de amplificar sequéncias
de DNA especificas, e sua utilidade para diagnostico de Leishmania spp. se da pela
busca do DNA do parasita no tecido do animal (MESQUITA et al., 2001). E um
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método muito utilizado para o diagnéstico de LVC pois é altamente sensivel e
especifico (LIMA et al., 2013; NISHIDA e DELMASCHIO, 2017; BARRIOS e ALICIA,
2018).

2.4.4.1 PCR convencional

A PCR convencional consiste na amplificagdo do DNA do protozoario que
pode ser extraido de diversos tecidos do animal, utilizando o par de
oligonucleotideos para Leishmania spp., geralmente encontrado em regidées do
DNA cinetoplastidico ou ribossémico. Pode ser realizada através de amostras
bioldgicas obtidas por biopsia ou aspirado de linfonodo, medula 6ssea, bago e
outros 6rgdos em que ocorra proliferacado do protozoario. Também podem ser
utilizadas amostras de sangue, mas nao € recomendavel devido a baixa
sensibilidade (NISHIDA E DELMASCHIO, 2017; LIMA et al., 2013; BARRIOS E
ALICIA, 2018).

O processo consiste em trés etapas principais: desnaturagao, anelamento e
extensdo. Na primeira etapa, ocorre a desnaturagao da fita de DNA molde, seguido
da adicdo dos segmentos de acidos nucleicos (primers). Em seguida, ocorre o
anelamento de primers especificos, e por fim, a polimerase ira adicionar as bases
nitrogenadas complementares a fita molde para posterior analise dessa fita de
DNA, a fim de buscar um genoma pareo ao do protozoario de leishmaniose
(QUEIROZ et al., 2010).

A PCR é uma técnica qualitativa, ou seja, permite detectar apenas a
presenca ou auséncia do DNA do parasito, ndo havendo sua quantificagdo. Isso,
aliado ao fato e requerer a necessidade de eletroforese em gel de agarose ou
poliacrilamida, para visualizagdo do produto amplificado, tornam este exame
desvantajoso, representando limitagdo em questdo ao monitoramento da evolugéo
clinica, assim como acompanhamento da eficacia da terapéutica implicada
(QUEIROZ et al., 2010; LIMA et al., 2013; NISHIDA e DELMASCHIO, 2017;
BARRIOS e ALICIA, 2018).
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2.4.4.2 PCR em tempo real - qPCR

Também conhecida como qPCR (do inglés “quantitative Polymerase Chain
Reaction”), a PCR em tempo real € uma técnica quantitativa, se apresentando como
uma evolugao da PCR convencional, proporcionando monitoramento em tempo real
da amplificagdo do DNA e fornecimento de dados a respeito da carga parasitaria
do mesmo nas amostras avaliadas (MAIA et al., 2008; REITHINGER & DUJARDIN,
2007).

Possui capacidade de monitorar e quantificar a amplificagcdo do produto,
sendo através da utilizagdo da enzima DNA polimerase termoestavel em conjunto
com fluoréforo para a detecgao em tempo real do DNA formado, utilizando corantes
ou sondas fluorescentes. Um corante muito utilizado é o SYBR Green (Applied
Biosystems, CA, USA), onde ira se ligar de forma n&o especifica nas sequéncias
de DNA de fita dupla, geradas durante a amplificagcao (REITHINGER e DUJARDIN,
2007). Ja o sistema TagMan (Applied Biosystems, CA, USA), consiste em uma
sonda que se liga especificamente a sequéncia alvo, e que, durante a amplificagéo
do produto, emite uma fluorescéncia especifica. O uso desta sonda aumenta a
especificidade da técnica (REITHINGER e DUJARDIN, 2007).

A principal vantagem desse método esta no monitoramento continuo da
amplificacdo do DNA do parasito, permitindo a quantificagcdo parasitaria em
diferentes amostras, apresentando resultados que refletem a carga parasitaria do
animal, sendo util para avaliagao de gravidade da infecgao, eficacia da terapéutica,
deteccao de recidivas ou reinfecgdes e diferenciagao de portadores assintomaticos
com baixa carga daqueles com infeccdo ativa e mais intensa (MAIA et al., 2008).

Esta reagao é utilizada em um termociclador especifico para qPCR que

repete as trés fases da PCR (desnaturacao, anelamento e extensao).

2.5 Espectroscopia UV-vis

Como descrito acima, os métodos usuais de diagndstico ndo possuem alta
sensibilidade ou especificidade, além de ocorrer uma possivel reacdo cruzada.
Também podem ter alto custo, serem demorados, dificultando a confirmagao da

doenca e levar a disseminacao desta.
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Tendéncias de pesquisas para o diagnostico, buscam inovagdes que
facilitem a obtencéo de resultados precisos utilizando metodologias n&o invasivas,
além de proporcionar um diagnéstico em tempo inferior aos métodos tradicionais
(PEPE et al., 2001; ETZIONI et al., 2003; GARNETT et al., 2012;). Sendo assim, o
emprego de técnicas de espectroscopia optica vem se destacando pelo potencial
demonstrado no diagndstico preciso e altamente seletivo de diversas doengas.

As principais amostras que tem sido utilizadas sao de biofluidos como urina,
plasma e soro sanguineos (ALUM et al., 2008; PSYCHOGIOS et al.,, 2011;
GARNETT, 2012). A urina & muito utilizada devido a alta concentracdo de
compostos, sendo possivel a identificacdo de xenobidticos provenientes de
medicamentos e contaminagdes. Ja o soro e o plasma fornecem informagdes sobre
as perturbagdes do controle homeostatico, como alteragdes nas proteinas, lipidios
e peptideos (ALUM et al., 2008). Estes biofluidos possuem caracteristicas
importantes para servirem como meio diagndstico de facil acesso para identificagao
dos biomarcadores de doencas (BELLISOLA; SORIO, 2012), partindo-se do
principio de que a doenga distribuira “informagdes” por todo o organismo
(PSYCHOGIOS et al., 2011).

Assim, o emprego desta técnica no estudo de biofluidos para diagndstico de
doencas pode permitir a deteccdo de analitos importantes para um diagndstico
clinico em tempo real (KUMAR et al., 2013), por se tratar de um método nao
invasivo, de facil aplicabilidade e alta reprodutividade, e também atingindo indices
consideraveis de precisao, especificidade, sensibilidade de baixa taxa de erros
falsos positivos e verdadeiros negativos (BELLISOLA; SORIO, 2012; DUNN;
JEGALIAN; GREENWALD, 2010).

Em estudos recentes, usando soro sanguineo canino, caes infectados com
Leishmania infantum foram identificados com 85% de precisdo utilizando
espectroscopia de infravermelho transformada de Fourier (FTIR) (LARIOS et al.,
2021) e 75% de precisdo usando espectroscopia UV-vis (COELHO et al., 2023).
Além das diferentes analises de dados, a diferenca no resultado final da pode estar
relacionada a cada técnica; o FTIR fornece informagdes relacionadas aos modos
vibracionais moleculares, enquanto o UV-vis por sua vez, fornece informacodes

relacionadas a transig¢ao eletrénica em orbitais moleculares.
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O FTIR pode acessar informagdes mais importantes do ponto de vista
molecular. No entanto, a espectroscopia UV-Vis € mais comum em laboratérios,
facil de manusear, econémica e tecnicamente mais viavel. Neste estudo, utilizamos
Soro sanguineo canino na espectroscopia UV-Vis e algoritimos de aprendizado de
maquina para construir um modelo de predicao para o diagndstico de L. infantum.
Aqui, a inclusdo de Ehrlichia canis também foi utilizada a fim de avaliar o cenaro

onde co-infecgcdes pudessem coexistir.

3. OBJETIVO
Avaliar a capacidade da espectroscopia UV-Vis, associada ao aprendizado
de maquina na identificagdo especifica de animais infectados por Leishmania

infantum.

3.1 Objetivos Especificos

- Avaliar espectroscopia UV-Vis, associada ao aprendizado de maquina na
identificacdo das amostras positivas e negativas para L. infantum em soros de caes;

-Avaliar espectroscopia UV-Vis, associada ao aprendizado de maquina na
identificacdo das amostras positivas e negativas para Ehrlichia canis em soros de
caes;

-Avaliar a capacidade do método em diferenciar infec¢coes por Leishmania

de infecgdes por Ehrlichia em amostras de soro de caes.

4. MATERIAL E METODOS
4.1 Selegdo das Amostras

As amostras de soro de caes utilizadas no presente estudo foram oriundas
do banco de amostras do Laboratério de Biologia Molecular FAMEZ/UFMS,
Laboratério de Biologia Molecular (LABMOL) e Laboratério Vet Analisa. Todos
situados no municipio de Campo Grande (20° 28'53" S, 54° 36' 58" O), Mato Grosso
do Sul.

Um total de 120 amostras de soro sanguineo foram utilizadas. As amostras
foram separadas em grupos com base nos resultados do teste soroldgico

imunocromatografico rapido para Leishmania (TR-DPP, Fiocruz-Bio Manguinhos,
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Brasil), conforme instru¢cdées do fabricante, e no teste de ELISA para E. canis (kit
Imunotest Ehrlichia canis da Imunodot®) ou Dot Elisa para E. canis (Fabricante
Biogal).

ApoOs a analise desses resultados, as amostras foram alocadas em seus
respectivos grupos, sendo eles: LPEP = Leishmania positivo e E. canis positivo
(n=30), LNEP = Leishmania negativo e E. canis positivo (n=30), LPEN = Leishmania
positivo e E. canis negativo (n=30), e LNEN- Leishmania negativo e E. canis

negativo (n=30). As amostras foram mantidas a -20°C até o momento do uso.

4.2 Coleta dos Espectros UV-Vis e Analise de Dados

Apos descongelamento as amostras foram adicionadas a microplacas de 96
pocos (50uL por pogo), e no aparelho Multiskan Sky (Thermofisher Scientific), na
faixa de comprimento de onda entre 200 e 300nm com intervalos de 1nm, foram
capturados os espectros em triplicata.

Primeiro, cada espectro UV-Vis foi submetido a pré-processamento
utilizando a Variavel Normal Padréo (SNV). Este método remove a variagao da linha
de base e redimensiona as absorbancias, impedindo que variagbes experimentais
aleatdrias interfiram no resultado (RINANN, 2009). Em seguida, os espectros UV-
SNV, na faixa de 200 nm a 300 nm, foram submetidos a analise de componentes
principais (PCA) (JOLLIFFE, 2016). A PCA é um método nao supervisionado que
converte multiplas variaveis em poucos componentes principais por meio da
reducdo de dimensionalidade, preservando a maior parte das informagdes das
variaveis originais e expressando a variagdo dos dados em um grafico de
pontuacao (score plot). Também possibilita analisar a principal variancia dos dados
na faixa espectral avaliada por meio do grafico de carregamento (loading plot). A
PCA constitui uma etapa importante para visualizar a tendéncia de classificacao
dos grupos. Os dados obtidos pela PCA demonstraram desempenho superior para
a construgdo de modelos preditivos baseados em algoritmos de aprendizado de
maquina, quando comparados aos dados espectrais brutos (LARIOS, 2021;
LARIOS, 2020). Os scores obtidos foram utilizados para verificar a existéncia de
agrupamentos e a remocao de outliers utilizando o critério de T2 de Hotelling
(BEHDAD; MASSUDI; PAKDEL, 2024). Em seguida, (no mesmo conjunto de



540
541
542
543
544
545
546
547
548
549
550
551
552
553
554
555
556
557
558
559
560
561
562
563
564
565
566
567
568
569
570
571

25

dados) os dados tratados foram divididos aleatoriamente em 70% para treino e 30%
para teste.

Finalmente, um teste de classificacdo de amostra foi realizado usando dados
de PCA submetidos a algoritmos de aprendizado de maquina (ML). Foi utilizado
algoritimos do tipo Support Vector Machine (SVM — Maquina de Vetores de
Suporte), fazendo-se uso destas trés fungdes:

e SVM Linear — fungao de kernel linear;

e SVM Quadratic — fungao de kernel polinomial de grau 2;

e SVM Cubic — fungéo de kernel polinomial de grau 3.

O uso ou remocdo de um determinado PC foi feito com base na preciséo
obtida usando a Analise Discriminante Linear (LDA) para classificar as amostras
em um teste de Validagdo Cruzada Leave One Out (LOOCV). No LOOCV
(validacao cruzada “leave-one-out’), uma amostra é retirada do conjunto de dados,
e as demais sao utilizadas para construir o modelo de predi¢ao (treinamento). Em
seguida, a amostra retirada € empregada para avaliar a qualidade do modelo
(teste). Esse procedimento é repetido até que todas as amostras tenham sido
testadas. A qualidade do modelo € medida pela acuracia, sendo calculada pela
média do percentual de respostas corretas obtidas em cada iteragdo (WONG,
2015).

O modelo foi regularizado pelo uso de diferentes hiperparametros, como
kernels linear e polinomial (degree 2 e 3) e valor C de 1, 10 e 100. Neste trabalho,
dividimos as amostras em treino e teste na proporcdo de 60% e 40%
aproximadamente. Os hiperparametros 6timos sido definidos pela maior acuracia
com melhor generalizagao, ou seja, menor diferenga entre as acuracias de LOOCV
e da Validacao Externa. A partir das predigcdes foram construidas a matrizes de
confusao e foram obtidos os valores de sensibilidade, especificidade e f1-score. As
analises utilizaram a biblioteca Scikit-Learn (versdo 1.3.0) em Python (versao
3.11.5).

5. RESULTADOS
No presente estudo, as analises espectrais pré-processadas com o método

SNV (Standard Normal Variate) demonstraram que o0s grupos avaliados
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apresentaram um desvio padrdo reduzido, como evidenciado na figura 1. Esse
resultado indica que os dados obtidos se encontram préximos da média, sugerindo
uma elevada precisao nas medidas espectroscopicas, com boa reprodutibilidade e

baixa variabilidade intragrupo.
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Figura 1: Espectros médios de soro canino obtidos por espectroscopia UV-Vis com pré-
processamento SNV, para os grupos positivos e negativos para Leishmania e Ehrlichia. A sombra
colorida ao redor de cada linha representa o desvio padrao, indicando a dispersao dentro de cada
grupo. LPEN: Leishmania +/Ehrlichia -, LNEN: Leishmania -/Ehrlichia -, LPEP: Leishmania
+/Ehrlichia + e LNEP: Leishmania -/Ehrlichia +.

A analise exploratoria dos espectros UV-Vis de soro canino, apos o pré-
processamento SNV, por meio da Analise de Componentes Principais (PCA),
demonstrou que os dois primeiros componentes principais explicaram
aproximadamente 96% da variancia total dos dados — com PC1 representando
70,7% e PC2, 25,3%. Esse resultado indica que maior variancia dos dados,

demonstrando a eficacia do pré-processamento aplicado.
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Os escores plotados em PC1 e PC2 (Figura 2) evidenciaram uma tendéncia
de agrupamento das amostras conforme suas respectivas classificagdes
sorologicas. No entanto, na visualizagdo em duas dimensdes observou-se
consideravel sobreposicdo entre os grupos, especialmente entre as amostras
oriundas de animais coinfectados, sugerindo que ha caracteristicas espectrais
semelhantes entre os soros de caes infectados por Leishmania infantum, Ehrlichia
canis, ambos os agentes ou nenhum deles.

A analise dos loadings revelou que regides espectrais utilizadas estao
associadas a variancia explicada por PC1 e PC2. Essas faixas espectrais sao
compativeis com bandas de absorcdo caracteristicas de biomoléculas como
proteinas, peptideos e acidos nucleicos, cujas concentragdes podem variar
conforme o estado infeccioso do animal. Assim, a PCA confirmou a presenca de
informacgdes espectrais discriminativas entre os grupos analisados, constituindo
uma etapa exploratéria fundamental antes da aplicagdo de modelos
supervisionados de classificagao.

Soro liquido: SNV

‘ o LNEN A% [—ka
° LNEP / \
e 28 o o e 7 N A
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L{_Q A4 ..“") E \
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PC1 (70.7%) 200 220 240 260 280 300
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Figura 2. Andlise de Componentes Principais (PCA) dos espectros de absorbancia UV-Vis de soro
canino, ap6s pré-processamento SNV. A esquerda, grafico de escores representando a distribuicdo
das amostras nos dois primeiros componentes principais: PC1 (70,7%) e PC2 (25,3%). A direita,
graficos de carregamento (loadings) de PC1 e PC2 evidenciam as regides espectrais mais

relevantes para a variancia observada.

Foram testadas trés fungdes diferentes (linear, quadratica e cubica) do
algoritimo SVM (Figura 3). Todas foram aplicadas ao soro canino pré-processados
por SNV, com diferentes nimeros de componentes principais (PCs) como entrada,
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e diferentes valores de parametro de penalidade (C=1, 10, 100). O parametro C
(penalidade) controla o quanto o modelo permite violar a margem de separagao
entre as classes. Um C pequeno (por exemplo o C=1) é um modelo mais simples,
que permite mais erros de classificagdo, ou seja, uma maior margem. Um C grande
(exemplo C=100), seria um modelo mais complexo, tenta separar melhor o treino,
mas ocorre maior risco de oveffitting. O melhor modelo n&o é aquele que atinge
maior acuracia no treino, mas sim que mantém um equilibrio entre uma boa
performance no treino e teste. Quando temos uma menor distancia entre treino e
teste (menor diferenga entre as curvas), nos indica que o modelo generaliza melhor.

ApoOs a aplicacdo do SVM, foram avaliados diferentes nucleos (linear,
quadratico e cubico) e valores do parametro de penalidade (C=1, 10, 100). Embora
o modelo cubico com C=100 tenha apresentado uma melhor acuracia no conjunto
de treino, nota-se uma diferenga entre as curvas de treino e teste, indicando um
provavel oveffitting. O modelo quadratico C=1, por outro lado, apresentou menor
diferenga entre treino e teste, refletindo uma melhor capacidade de generalizacéo.

A matriz de confusdo (Figura 4), foi gerada a partir do modelo quadratico
C=1, considerando o critério de menor disténcia entre os desempenhos de treino e
teste. No conjunto de treino, o modelo apresentou acuracia geral de 42,9%, com
desempenho variavel entre as classes. Observou-se maior porcentual de acertos
nas classes LNEP (78,6%) e LPEN (42,9%), enquanto LNEN e LPEP apresentaram
porcentuais de apenas 21,4% e 28,6%, respectivamente.

Ja no conjunto de teste, o modelo alcangou acuracia geral de 47,2%, com
desempenho ligeiramente melhor para a classe LNEP (88,9%), seguida por LNEN
(55,6%). A classe LPEP teve 33,3% de acerto. Assim como no treino, houve
confusdes principalmente entre LNEN e LNEP, além de LPEP sendo

frequentemente classificado como LNEP.
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Figura 3. Acuracia (%) obtida pela aplicacdo do modelo de Support Vector Machine (SVM) com
diferentes fungdes de kernel: Linear (a) Quadratica (b) e Cubica (c) sobre os espectros de soro
canino pré-processados por Standard Normal Variate (SNV). Foram testados trés valores de
parametro de regularizagéo C (1, 10 e 100) para cada kernel. Os graficos apresentam as curvas de

acuracia para os conjuntos de treinamento e teste em cada combinacao de kernel e paradmetro.

Treino (42.9%) Teste (47.2%)
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Figura 4. Matriz de confusdo do modelo SVM Quadratico (C=1) aplicado ao conjunto com quatro
classes (LNEN, LNEP, LPEN e LPEP). A primeira matriz refere-se ao conjunto de treino (acuracia
de 42,9%) e a segunda ao conjunto de teste (acuracia de 47,2%). Os valores expressos
correspondem a proporgao (%) de amostras corretamente ou incorretamente classificadas em cada
classe. Observa-se maior sensibilidade na classe LNEP, enquanto as classes LNEN, LPEN e LPEP

apresentaram maior taxa de confusdo, especialmente no conjunto de treino.
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A partir destes resultados, optamos por dividir os grupos em dois cenarios
para realizar uma comparagao: LNEN vs LPEN e LNEN vs LNEP, mantendo a
mesma metodologia aplicada anteriormente.

Quando comparamos LNEN vs LPEN a PCA mostrou uma maior
discriminagao entre os dois grupos, com PC1 explicando 74,3% da variagédo. O
modelo quadratico com 3 PCs resultou em uma acuréacia de treino de 64,3% e teste
de 61,1%. Na matriz de confusado (Figura 5) LNEN teve acerto de 85,7% no treino
e 100% no teste, enquanto LPEN apresentou maior confus&o, com acerto de 42,9%
no treino e 22,2% no teste.

Ja no cenario com LNEN vs LNEP a PCA também mostrou uma boa
separagado, com PC1 explicando 72,3%. O modelo quadratico (C=1) com 2 PCs
apresentou acuracia mais alta: treino 82,1% e teste 77,8%. Na matriz de confusao
(Figura 6) LNEN teve acerto de 78,6% no treino e 66,7% no teste; LNEP teve maior
acuracia: 85,7% no treino e 88,9% no teste.

Treino (64.3%) Teste (61.1%)
Quadratico (C1) Quadratico (C1)

< Z 14.3% < Z 100.0% 0.0%
=z 2 o 2 9 0
)] ()]
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) a
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w |
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w w
%) 0 i
2 = 42.9% 2 Z 77.8% 22.2%
g S 6 a5 7 2
o - O
LNEN LPEN LNEN LPEN
CLASSE PREVISTA ClL ASSF PREVISTA

Figura 5. Matriz de confusdo obtidas na etapa de treino (& esquerda) e teste (a direita) para
classificagdo bindria entre as classes (LNEN) e (LPEN), utilizando a Analise Discriminante
Quadratica (QDA). No conjunto de treino, observou-se acuracia de 64,3% com sensibilidade de
85,7% para LNEN e 42,9% para LPEN. No conjunto de teste, a acuracia foi de 61,1%, sendo a
sensibilidade de 100% para LNEN e 22,2% para LPEN.
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Treino (82.1%) Treino (77.8%)
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Figura 6. Matriz de confusdo obtida na etapa de treino (a esquerda) e teste (a direita) para
classificagéo binaria entre as classes (LNEN) e (LNEP), utilizando Analise Discriminante Quadratica
(QDA). No conjunto de treino, observou-se acuracia de 82,1%, com sensibilidade de 78,6% para
LNEN e 85,7% para LNEP. No conjunto teste, a acuracia foi de 77,8%, sendo a sensibilidade de
66,7% para LNEN e 88,9% para LNEP.

6. DISCUSSAO

A espectroscopia associada ao aprendizado de maquina tem mostrado
potencial no diagndstico de diferentes agentes infecciosos (Rezende et al., 2023;
Pacher et al., 2024; Francga et al., 2025), inclusive L. infantum em caes (Larios et
al.,, 2021; Coelho et al., 2023). No entanto, na maioria dos estudos prévios,
comparagoes entre apenas dois grupos (positivo e negativo; infectado e néao
infectado) predominaram.

No presente estudo, com o objetivo de avangar mais no conhecimento e
desenvolvimento do método, avaliou-se o efeito das co-infecgdes sobre a
capacidade da metodologia em classificar corretamente as amostras positivas e
negativas para L. infantum. Nesse contexto, embora o potencial da espectroscopia
UV-Vis associada ao aprendizado de maquina para fins de diagndstico tenha se
confirmado, observou-se que co-infeccbes podem dificultar sobremaneira a
capacidade dos algoritmos em distinguir as amostras positivas das negativas.

Os espectros brutos das amostras foram submetidos ao pré-processamento

utilizando o método Standard Normal Variate (SNV), que permite com que o0s
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espectros se tornem mais comparaveis entre si, proporcionando uma maior
facilidade na deteccao de padrdes sistematicos frente a presenca de infecgdes.
Essa etapa mostrou-se essencial para efeitos relacionados a dispersao de luz e
variagdes instrumentais, permitindo assim uma normalizagdo adequada dos dados
(Rinnan et al., 2009).

A comparagado entre os espectros brutos e os espectros apos o SNV
evidenciou uma melhor qualidade das curvas espectrais, destacando regides de
absorcao relevantes no intervalo de 200 a 300 nm, em que ha o predominio de
absorcdes de biomoléculas, como as proteinas, peptideos e acidos nucleicos. Isso
impacta diretamente na qualidade das analises estatisticas posteriores, como a
PCA e os modelos de aprendizado de maquina, permitindo com que essas
ferramentas capturem de forma mais precisa as variagdes causadas pela infeccao
estudada.

A analise exploratéria por PCA permitiu visualizar a distribuicdo das amostras
Nos eixos principais de variancia, com padrao semelhante ao observado por Coelho
et al. (2023), que também relataram separagdes relevantes entre grupos de cées
infectados com LVC e controles negativos a partir de UV-vis associada a PCA e
SVM. A partir dos dados do SNV, o PCA revelou uma separacao parcial entre os
grupos, com maior destaque ao longo do componente principal (PC1), que explicou
entre 64,9% da variancia total. Embora nao tenha havido uma boa distribui¢cao entre
todas as classes, foi possivel observar tendencias de agrupamento para a maioria
dos grupos, enquanto o grupo LNEN (duplamente negativo) apresentou maior
dispersao no espacgo bidimensional, sugerindo uma maior variabilidade espectral.
Esse agrupamento sugere que a técnica espectroscopica associada ao SNV possui
capacidade discriminativa mesmo na presenca de coinfeccbes, embora a
sobreposi¢cdo entre alguns grupos (especialmente os com positividade unica)
indique limitagdes da abordagem n&o supervisionada (LARIOS et al.,, 2021;
COELHO et al., 2023).

Na etapa de classificacdo supervisionada, foram utilizados modelos de
Support Vector Machine (SVM) com diferentes fungdes nucleo (Linear, quadratica
e cubica) e valores de penalizagéo, conforme ja indicado anteriormente. Embora o

modelo cubico com C = 100 tenha apresentado maior acuracia de treino (Figura 3),
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0 modelo quadratico com C = 1 apresentou menor distdncia entre os valores de
treino e teste, indicando menor risco de overfitting e maior generalizagdo. Vale
ressaltar que modelos com valores altos de C (como C = 100) penalizam mais erros
de classificacdo e tendem a se ajustar melhor ao conjunto de treino, no entanto
podem perder capacidade de generalizar para novos dados.

Porém, a matriz de confusdo revelou que embora o modelo Quadratic
Discriminant Analysis (QDA) tenha conseguido discriminar adequadamente
algumas classes, como a LNEP, o desempenho geral foi limitado, com acuracia de
42,9% na etapa treino, e 47,2% na etapa de teste. A elevada taxa de acertos na
identificacdo de amostras com infecg¢ao isolada por Ehrlichia canis (LNEP) sugere
que estas possuem um perfil espectral mais caracteristico e distinto.

Em contrapartida, a confusao entre as classes LPEN e LPEP aponta para a
existéncia de padrbes espectrais similares entre amostras de caes infectados
isoladamente por um dos agentes. Tal sobreposicdo pode ser explicada por
mecanismos imunoldgicos comuns as infecgdes ou por alteragdes bioquimicas ndo
especificas detectadas na faixa espectral analisada. A analise considerou, ainda, a
presenca de coinfeccao por Ehrlichia canis, com o intuito de investigar a capacidade
discriminativa da metodologia em cenarios mais desafiadores, nos quais os agentes
infecciosos possam coexistir.

A separacao observada entre os grupos de caes infectados por Leishmania
infantum e Ehrlichia canis mediante analise espectroscopica, especialmente apos
o pré-processamento SNV, sugere que as infecgdes induzem alteragdes
bioquimicas especificas no soro dos animais. Esse achado indica que as infecgdes
nao apenas ativam respostas imunes distintas, mas também geram perfis
metabdlicos caracteristicos que podem ser capturados por meétodos
espectroscopicos.

Na LVC, estudos relatam alteracbes em parametros bioquimicos séricos
importantes. Dentre eles, destacam-se os aumentos da proteina C reativa (PCR),
presente em cerca de 38% dos caes infectados, indicando resposta inflamatéria
sistémica (BRAZ et al., 2018). Elevacbes de ureia e alteracdes em enzimas como
a fosfatase alcalina e niveis de globulinas também sao frequentes, refletindo tanto

disfungao renal quanto hepatica associadas a infec¢ao (VIEIRANETO et al., 2011).
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Segundo Frazilio et al. (2018), cdes com LVC em seu estudo, apresentaram
elevagdo da gamma-glutamiltransferase wurinaria (UGGT) e da razao
UGGT/creatinina sérica, indicando lesao tubular precoce. Ja a cistatina C sérica e
o indice de resisténcia arterial renal (RAR) apresentaram-se com alteragao apenas
nos estagios mais avancgados da disfuncdo renal. Além disso, alteracbes em
marcadores cardiacos, como CK-MB e troponina | (cTnl), foram associadas a
lesdes miocardicas em caes com LVC (GODOY et al., 2013).

De modo semelhante, a infeccado por Ehrlichia canis também promove
alteracdes bioquimicas séricas e urinarias especificas. Biomarcadores como PCR,
cistatina B urinaria (uCysB) e clusterina urinaria (uClust) sdo significativamente
elevados em caes infectados, sugerindo processos inflamatérios e lesdes renais
subclinicas mesmo na auséncia de sinais clinicos evidentes (VIEIRA, 2022). No
estudo realizado por Zorzo (2023), as alteragbes bioquimicas mais frequentes
apresentadas em caes infectados por E. canis foram aumento de CK,
hipergloblulinemia, elevagao de proteinas totais, aumento de ALP, elevacédo de
ureia, reducéo da albumina, além de creatinina e ALT elevadas.

No cenario em que todas as quatro classes foram avaliadas juntas,
observou-se uma acuracia baixa, cerca de 47,2%, com sensibilidade distribuida de
forma desigual entre as classes. A matriz de confusdo mostrou que a classe LNEP
apresentou maior sensibilidade no teste (88,9%), enquanto as demais tiveram um
desempenho inferior, refletindo maior dificuldade do modelo em separar
corretamente os quatro grupos de forma simultanea.

Ao comparar os cenarios binarios, LNEN vs LPEN, a acuracia do treino foi
de 64,3% com porcentuais de acerto de LNEN 85,7% e LPEN 42,9%. No teste a
acuracia foi de 61,1%, com acertos de 100% para o grupo LNEN e apenas 22,2%
para LPEN. Esse resultado nos indica que o modelo acertou praticamente todas as
amostras negativas para Leishmania mas teve grande dificuldade para identificar
corretamente as amostras positivas, diferentemente do que ocorreu no estudo de
Coelho et al. (2023), no qual observou-se porcentual de acerto para amostras
positiva entre 70% e 83,3%. E possivel que tal discrepancia entre os resultados
tenha sido influenciada também pelos testes de referéncia utilizados para classificar
as amostras como positivas. No estudo de Coelho foi utilizado uma combinacao
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entre ELISA e TR-DPP, aumentando a acuracia da classificacdo dos animais como
positivos ou negativos. Ja no presente estudo, foi utilizado apenas o teste TR-DPP.

No cenario LNEN vs LNEP, a acuracia do treino foi de 82,1%, com acertos
de 78,6% para LNEN e 85,7% para LNEP. No teste a acuracia foi de 77,8%, 66,7%
para LNEN e 88,9% para LNEP. Neste cenario, o modelo apresentou melhor
equilibrio entre as classes, conseguindo identificar corretamente a maioria das
amostras positivas e negativas, com performance superior ao comparar apenas
grupos positivos e negativos para L. infantum, sem coinfecgao.

Na Tabela 1 é apresentado um resumo dos cenarios avaliados no presente

estudo, com destaque para as principais observacdes.

Tabela 1. Resumo dos cenarios avaliados na classificagdo dos grupos sorolégicos, considerando
diferentes combinagdes de classes. Sao apresentados os valores de acuracia nos conjuntos de
treino e teste, bem como observagdes relevantes relacionadas ao desempenho dos modelos e a

separagao entre os grupos, com base também nos resultados da PCA.

Acuracia
Cenario Grupos ] Observacgoes principais
(Treino/Teste)

Dificil separacdo entre as 4

LNEN, classes; maior acuracia na
Comparagao LNEP, classe LNEP; grande
42,9% 1 42,2%
multipla LPEN, confusao entre LNEN, LPEN
LPEP e LPEP.
LNEN teve melhor
Comparagdao LNEN performance, LPEN
64,3% / 61,1% )
binaria 1 LPEN apresentou mais confusdes;

Melhor desempenho geral;

Comparagdao LNEN LNEP teve maior porcentual
i 82,1% /1 77,8%
binaria 2 LNEP de acerto;
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Assim, os resultados obtidos neste trabalho, demonstram que o modelo tem
maior capacidade de diferenciar grupos quando o problema é simplificado para
apenas duas classes. Quando incluimos coinfecgcbes e multiplas classes, a
performance apresenta reducéo relevante. A escolha do parametro de penalidade
C =1 foi importante, pois evitou overfitting. Modelos mais complexos (por exemplo
o0 modelo cubico com C = 100) até tiveram acuracia maior no treino, mas
desempenho insatisfatorio no teste (<50%).

Com base no que fora avaliado até o presente momento, a espectroscopia
associada aos modelos de aprendizado de maquina testados apresenta grande
potencial para determinar infecgdo ou néo infecgcdo em comparagdes dicotbmicas,
que por sua vez demandam uma suspeita clinica inicial. Mas, em um cenario
exploratorio, no qual ndo se possui uma suspeita inicial, e se deseja determinar
quais infecgdes o paciente potencialmente possui, ainda serao necessarios mais
estudos para aprimoramento dos métodos de analise e composi¢ao dos bancos de

dados de espectroscopia optica.

7. CONCLUSOES

Em sintese, os achados deste trabalho demonstram que a espectroscopia
UV-Vis combinada com machine learning (SVM) é uma ferramenta promissora para
o diagnéstico de Leishmania infantum e Ehrlichica canis em céaes, desde que
avaliados separadamente. E, as coinfecgbes exercem efeitos negativos
substanciais na capacidade do método em segregar as amostras nos respectivos

grupos.
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