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EDITORIAL - BYRON ARANA, DNDi

d doze anos, a equipe de leishma-

niose da DNDi embarcou em

uma missao com paixdo, com-
prometimento e esperanga para encontrar
tratamentos mais seguros e eficazes para a
leishmaniose cutdnea (LC). Como parte
desse esforco e com o objetivo de promo-
ver a troca de informagdes, conhecimento
e desenvolver atividades colaborativas, a
redeLEISH foi criada ha dez anos. Ao co-
memorarmos o décimo aniversario da re-
deLEISH, queremos expressar nossa gra-
tiddo pelo apoio, entusiasmo e dedicacio
de todos os seus membros e colaboradores
que, direta ou indiretamente, contribuiram
para alcangar nossos objetivos.

O desenvolvimento de novos trata-
mentos para a LC tem sido, de fato, uma
jornada desafiadora, repleta de contra-
tempos. Um dos principais desafios é a
falta de financiamento atribuida, entre
outros fatores, ao fato da doen¢a nio
ser considerada fatal, deixando de lado
outros problemas importantes causados
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pela doenca, como estigma, cicatrizes
na pele, segregacio, saide mental etc.,
que afetam mais de um milhdo de pes-
soas que sofrem de LC todos os anos.
Apesar dessas dificuldades, houve pro-
gresso. Por exemplo, as intervengdes exis-
tentes, como a termoterapia, agora estdo
disponiveis na maioria dos paises latino-
americanos, um esfor¢o que foi liderado
pela Organizagio Pan-Americana da
Saude com o apoio da Iniciativa Medi-
camentos para Doencas Negligenciadas.

A tentativa de melhorar a eficicia das
interveng¢des de tratamento atuais nos le-
vou a avaliar a combinagio de uma tnica
aplicagdo de termoterapia com miltefosi-
na oral por trés semanas. Os resultados fi-
nais de um estudo de Fase III realizado em
6 instituicbes participantes da redeLEISH
no Brasil, Bolivia, Panam4 e Peru serdo
informados até o final de 2024.

Um desenvolvimento empolgante no
campo das terapias direcionadas ao siste-

ma imunoldgico do hospedeiro ¢ a tran-
sicio do CpG D35 do desenvolvimen-
to pré-clinico para o desenvolvimento
clinico inicial. Em voluntirios sadios, a
administracdo do CpG D35 demonstrou
ser segura e capaz de promover a respos-
ta imunoldgica que tem sido associada ao
controle da doenga. Estamos avangando
com um estudo de dose multipla ascen-
dente em pacientes com LC.

Olhando para o futuro, no dltimo ano
a equipe tem trabalhado para iniciar em
2025 um estudo de Fase II para avaliar a
seguranca e a eficicia de um novo com-
posto oral desenvolvido pela Novartis,
que em estudos em animais e in vifro
demonstrou ser ativo contra as espécies
de Leishmania que causam a LC.

No geral, tem sido uma jornada empol-
gante, com muitos motivos para nio per-
der a esperanca e continuar apoiando os
esforgos coordenados na busca de novos
tratamentos para a leishmaniose cutinea. *
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o longo das ultimas décadas,
houve muito progresso no
tratamento da leishmaniose,
levando a resultados aprimorados e a
uma melhor compreensio da doenga.
Todavia, os tratamentos atuais ainda
apresentam problemas como toxicida-
de, altos custos, surgimento de resis-

téncia a medicamentos, longa duragio
e eficdcia limitada.

Estes desafios enfatizam a necessi-
dade de pesquisas continuas em es-
tratégias de descoberta de firmacos
baseadas em alvos moleculares. Essas
estratégias focam na identificagio de

vias biolégicas especificas ou proteinas
cruciais para a sobrevivéncia e viru-
léncia do parasita, com o potencial de
desenvolver opgdes terapéuticas mais
eficazes e menos tdéxicas.

Para explorar o uso de estratégias basea-
das em alvos e identificar potenciais alvos

terapéuticos para a leishmaniose, nés esta-
belecemos um consércio multidisciplinar
abrangendo pesquisadores da Universida-
de Estadual de Campinas (UNICAMP),
o Centro de Quimica Medicinal da UNI-
CAMP (CQMED), DNDi e Eurofarma.
Esta iniciativa, denominada Leish-SB-
DD, conta com a expertise de mais de 20
pesquisadores e recebe suporte financeiro
publico e privado.

Apesar do sucesso em virias dreas cli-
nicas, as abordagens baseadas em alvos
ainda nio produziram medicamentos
para leishmaniose e outras doencas cau-
sadas por parasitas eucariticos, como
a doenca de Chagas e a maldria. Um
desafio significativo na aplicagdo de

estratégias baseadas em alvos a proto-
zodrios parasitas surge de uma falta de
conhecimento geral sobre a biologia
complexa destes organismos. Esta lacu-
na de conhecimento se deve, em parte, &
disponibilidade limitada de ferramentas
moleculares e quimicas necessarias para
identificar proteinas ou processos biol6-
gicos cruciais para a sobrevivéncia dos
parasitas no hospedeiro humano. Estas
proteinas essenciais, uma vez identifica-
das, poderiam servir como alvos ideais
para terapias inovadoras.

A recente implementac¢do da tecno-
logia CRISPR-Cas9 para edigdo génica
em Leishmania possibilitou que pesqui-
sadores identificassem genes essenciais

para a diferenciagdo e sobrevivéncia do
parasita. Isso levou a identificacio de
virios genes de Leishmania que codifi-
cam proteinas quinases que desempe-
nham um papel crucial na sobrevivéncia
do parasita em um hospedeiro mamife-
ro'. Proteinas quinases atuam como os
principais reguladores de cascatas de si-
nalizagio celular, controlando processos
como proliferacdo e morte celular. Con-
sequentemente, elas tém sido ampla-
mente exploradas como alvos terapéu-
ticos para varias doencas humanas. Esta
descoberta abriu caminho para aprovei-
tar o vasto conjunto de ferramentas de
quimica medicinal disponiveis para pro-
teinas quinases humanas na descoberta
de medicamentos para Leishmania. »

Referéncias

1. Baker, N., Catta-Preta, C.M.C, Neish, R. et al. Systematic functional analysis of Leishmania protein kinases identifies regulators of differentiation
or survival. Nature Communications, v. 12, n. 1, p. 1244, 2021.
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SBDD-Leish

Pipeline de descoberta de
farmacos baseada na estrutura

Cascata de ensaios:

1,400 inibidores de quinase
ensaios de enzimas

Substancias priorizadas

ensaios baseados em células
propriedades quimicas

Substancia 1

ciclos iterativos de projeto, criacao, teste
e andlise (DMTA) baseados na estrutura

Substancias otimizadas 2-5

Atividade da substancia:

Ensaios baseados
em células
Promastigotas Amastigotas

Modelo animal
Tolerancia/Eficacia

e

Substancia ativa Invitro Toxicidade Modeloanimal Candidato

Meta Substancia ativa
Selecdo Otimizagdo

Identificacdo Ensaios  Células hospedeiras  Farmacologia clinico
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Enzima purificada in vitro (Ki - pM)*

LinfGSK3a LinfGSK3 de vida livre
1 3x10° 2x10° 3x 107
2 >1 2x10* 3
3 5x10" 2x10° 5x102
4 2x10° 2x10° 5x 10"
5 1x10° 5x10° 9x 102
Miltefosina = Néotestado | Nao testado 17

Promastigotas

derados damesuls eea  BMOM de camundongos. ¢ (RS
(BMDM) de camundongos amastigotas internalizados (S)*

8 1 8

52 3 17

12 2 6

17 1 17

19 1 19

76 2 38

N K, - constante inibitdria; EC, - meia concentracdo maxima efetiva; SI - Indice de Seletividade é calculado dividindo-se os valores de EC,, de uma substéancia obtidos
em macréfagos hospedeiros pelos valores obtidos para amastigotas internalizados em macréfagos.

Figura 1 - O consdrcio SBDD-Leish identificou inibidores promissores de GSK3 que exibem atividade anti-Leishmania comparavel a miltefosina, um

medicamento aprovado para leishmaniose visceral.

Nosso consércio SBDD-Leish esco-
lheu investigar o potencial terapéutico
de duas quinases identificadas como
essenciais em estudos genéticos: gli-
cogénio sintase quinase 3 alfa e beta
de Leishmania infantum (LinfGSK3a
e LinfGSK3B), o agente causador de
leishmaniose visceral na América La-
tina. Evidéncia adicional suportando
LinfGSK3p como um alvo terapéuti-
co promissor foi fornecida por Xingi e
colaboradores, que demonstraram que
inibidores desta enzima foram ativos
contra o parasita em cultura’. Um dos
desafios no desenvolvimento de ini-
bidores para quinases de parasitas ¢ o
potencial para esses compostos tam-
bém inibirem quinases do hospedeiro
humano, resultando em efeitos téxicos.
Portanto, o objetivo principal do nos-
so projeto foi desenvolver inibidores
de GSK3 de L. infantum que fossem
eficazes contra o parasita, mas perma-
necessem inofensivos para as células
humanas. Nés utilizamos a miltefosina,
um medicamento aprovado clinica-
mente para o tratamento da leishma-
niose visceral, como referéncia para
avaliar a atividade anti-Leishmania e a
toxicidade para as células hospedeiras
de nossos compostos inovadores.

Para alcangar esse objetivo, nosso
consércio desenvolveu os reagentes e
ensaios necessdrios para dar suporte a
plataforma de descoberta de medica-
mentos baseada em alvos (Figura 1).
Este trabalho envolveu a produgio de

LinfGSK3a e LinfGSK3pB recombi-

nantes para desenvolver ensaios in vi-

tro e avaliar a atividade de potenciais
inibidores destas enzimas. Adicional-
mente, nés determinamos a estrutura
cristalina de LinfGSK3p ligada a ini-
bidores de quinase por cristalografia de
raios-X, a fim de obter uma compre-
ensdo detalhada sobre interagio entre a
enzima e seus inibidores. Nés também
estabelecemos ensaios celulares para
avaliar o impacto dos compostos sobre
a viabilidade de L. infantum, tanto em
promastigotas quanto em amastigotas
intracelulares clinicamente relevantes,
utilizando macréfagos derivados da
medula éssea de camundongo (do in-
glés: bone-marrow derived mouse macro-
phages - BMDM) como células hospe-
deiras. Por fim, nés organizamos uma
colegio de 1400 inibidores de quinase
com potencial de exibir atividade con-

tra LinfGSK3a e LinfGSK3p.

De fato, a triagem da nossa colegio
focada em quinases identificou virios
inibidores potentes de LinfGSK3a e
LinfGSK3p. Estes inibidores foram
posteriormente avaliados em ensaios ce-
lulares utilizando promastigotas e amas-
tigotas intracelulares de L. infantum. Os
resultados dos ensaios enzimdticos e
fenotipicos, juntamente com uma ava-
liagdo das propriedades fisico-quimicas
dos compostos ativos, orientaram nossa
selecio do composto pirazolcarboxia-
mida 1 como ponto de partida para um
programa de quimica medicinal com
o objetivo de aumentar sua poténcia
contra LinfGSK3a e LinfGSK3p, bem
como sua atividade anti-Leishmania
contra as formas amastigotas intracelu-

lares de L. infantum, reduzindo ao mes-
mo tempo sua toxicidade para células
hospedeiras de mamiferos.

Nossos quimicos medicinais utiliza-
ram a estrutura cristalina de LinfGSK3
para obter uma compreensio mais pro-
funda de sua intera¢do com os compos-
tos pirazolcarboxiamida. Em seguida,
eles planejaram modificagdes no com-
posto 1 com o objetivo de aumentar sua
atividade e propriedades farmacoldgicas.
Iniciaram-se entdo ciclos iterativos de
Planejamento-Sintese-Teste-Avaliagio,
abrangendo o teste de 35 novas molécu-
las contra quinases de Leishmania in vi-
tro,bem como contra o parasita e as célu-
las hospedeiras de mamiferos em cultura.

Estes esforcos resultaram na descoberta
de compostos otimizados (2-5) que foram
mais potentes contra as enzimas purifica-
das e, mais importante ainda, até duas ve-
zes mais ativos em amastigotas intracelu-
lares de L. infantum do que a miltefosina.
No entanto, estes compostos foram mais
téxicos para células hospedeiras de mami-
feros do que a miltefosina, conforme de-
monstrado pelo seu Indice de Seletividade
(do inglés: Sefective Index - SI).

Embora nosso avango tenha se mos-
trado promissor, ainda ha mais trabalho
pela frente. Nossos préximos passos se
concentrardo na avaliagio continua e no
aprimoramento das propriedades far-
macoldgicas de nossos compostos, bem
como na obten¢do de uma melhor com-
preensio da sua toxicidade potencial para
células hospedeiras de mamiferos.

Referéncias

2. Xingi, E., Smirlis, D. Myrianthopolous, V. et al. 6-Br-5methylindirubin-3’oxime (5-Me-6-BIO) targeting the leishmanial glycogen synthase
kinase-3 (GSK-3) short form affects cell-cycle progression and induces apoptosis-like death: Exploitation of GSK-3 for treating leishmaniasis.
International Journal for Parasitology, v. 39, n. 12, p. 1289-1303, 2009.
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INIBICAO DO PROTEASSOMA DE CINETOPLASTIDEOS,
UMA NOVA OPORTUNIDADE DE TRATAMENTO PARA
O MANEJO DA LEISHMANIOSE

GERHILD ANGYALOSI, NATASHA HOCHBERG e
SRINIVASA P S RAO, Novartis e BYRON ARANA, DNDi

ntre as doengas tropicais negli-

genciadas (DTNs), a leishma-

niose — com todas as suas formas
clinicas: visceral, cutinea e muco-cuta-
nea — ¢ uma doenca devastadora para
os pacientes e representa uma carga
significativa para os sistemas de satde
ja sobrecarregados. O roteiro da Or-
ganizagio Mundial da Saade (OMS)
para doencas tropicais negligenciadas
2021-2030, por meio de sua estrutura
estratégica para controle e gerencia-
mento integrados de doengas tropicais
negligenciadas cutineas, definiu metas
e estratégias especificas para o controle
da leishmaniose cutinea (LC) em todo
o mundo. Além de melhorar a detec¢io,
o diagnéstico clinico, a notificagio e o
tratamento dos casos detectados de LC
nos paises endémicos, uma das princi-
pais a¢des identificadas é o desenvolvi-
mento de novos tratamentos orais ou
tépicos para serem usados na atengio
primdria a saude.

A DNDi e seus parceiros estio co-
laborando para identificar e promover
o desenvolvimento de tratamentos se-
guros, eficazes e acessiveis para pessoas
com doengas negligenciadas, incluindo
a leishmaniose e a doenca de Chagas.
O LXE408 é um novo composto,
descoberto na Novartis com o apoio
financeiro da Wellcome (Khare ez a/.
2016). O LXE408 ¢ o primeiro inibi-

dor seletivo do proteassoma de cineto-

plastideos da categoria, um candidato
a medicamento em potencial para o
tratamento da leishmaniose visceral e
cutinea e também da doenga de Cha-

gas (Khare ez a/. 2016).

Em modelos pré-clinicos in witro, o
LXE408 demonstrou ser altamente se-
letivo para a inibi¢do da atividade qui-
motripsina-simile do proteassoma 20S
de cinetoplastideos e ¢ potente contra
todas as espécies de Leishmania e Trypa-
nosoma cruzi testadas. Ao inibir a ativi-
dade quimotripsina-simile, o LXE408
interage seletivamente com subunidades
altamente conservadas do proteassoma
20S dos cinetoplastideos (subunida-
des b4 e b5) e nio inibe o proteassoma
20S humano. Portanto, o LXE408 tem
o potencial de ser seguro e eficaz em
uma grande variedade de Leishmania
sp.s incluindo L. donovani, L. infantum,
L. major e L. braziliensis. Além disso, o
LXE408 ¢ eficaz em virios modelos 7
vivo, incluindo leishmaniose visceral
(LV) e leishmaniose cutinea do Velho
Mundo: modelo de LV (L. donovani) em
camundongo, modelo de supressio de
lesio em camundongo (L. major), mode-
lo de cura de lesio em camundongo (L.

major) (Nagle et al. 2020).

As evidéncias de seguranca de um
estudo de Fase 1 de dose multipla as-
cendente em voluntdrios sadios apoiam

a continuagio do LXE408 para a Fase 2

(Segal, 2022). Atualmente, o LXE408
estd sendo avaliado em ensaios clinicos
de Fase 2 para a leishmaniose visceral
(kala-azar) na India (clinicaltrials.gov
NCT05593666) e na Etiopia (clinical-
trials.gov NCT05957978), com resul-
tados previstos para 2025. O LXE408
tem o potencial de ser um novo medica-
mento oral para o tratamento da LC em
todas as dreas endémicas, contribuin-
do para o arsenal terapéutico existente
contra essa doenca debilitante. Com
base na experiéncia adquirida com os
estudos em LV, a DNDi e a Novartis
estdo colaborando para avancar o desen-
volvimento do LXE408 também para a
leishmaniose cutinea.

Em uma doen¢a complexa como a
LC, com uma heterogeneidade subs-
tancial de manifestagbes clinicas e
grande diversidade de parasitas, o de-
senvolvimento de metodologias har-
monizadas de ensaios clinicos é fun-
damental (Olliaro ez a/. 2018). A rede
de pesquisa clinica da redeLeish é um
recurso valioso com capacidade de ava-
liagdo clinica em diversos locais. Apro-
veitando a experiéncia cientifica e as
plataformas de pesquisa existentes, o
desenvolvimento bem-sucedido de um
novo recurso promissor se beneficiard
ainda mais de uma abordagem colabo-
rativa integrada de todas as partes inte-
ressadas com parcerias inovadoras entre
os setores publico e privado.

Estrutura de crio-EM em alta resolucao do proteassoma 20S
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ATI-1801 DA APPILI THERAPEUTICS: RUMO
A UM TRATAMENTO SEGURO E EFICAZ PARA

LEISHMANIOSE CUTANEA

DONALD CILLA, GARY NABORS, CARL GELHAUS,
ARTHUR BARON e JETSUDA AREEPHONG, Appili Therapeutics Inc
e MENA ABDEL-NOUR, Appili Therapeutics Inc e Bloom Burton & Co

leishmaniose cutinea (LLC) é a
forma mais comum de leishma-

niose, afetando centenas de mi-
lhares de pessoas em todo o mundo. A
LC causa lesées cutineas dolorosas que
podem persistir por meses ou anos e estd
associada a um estigma social significa-
tivo devido as cicatrizes e desfiguracoes
que ocorrem com frequéncia por cau-
sa da doenca. Infelizmente, as terapias
atuais para o tratamento da LC, embora
moderadamente eficazes, sdo invasivas,
téxicas e podem exigir hospitalizagio
para administragdo. Além disso, os prin-
cipais tratamentos da LC sdo injetéveis,
incluindo a anfotericina B e os antimo-
niais pentavalentes, que sdo dolorosos
quando administrados, e a miltefosina
oral, cujo alto custo impede o acesso aos
pacientes que precisam dela nos paises
em desenvolvimento.

Estd claro que tratamentos mais se-
guros e mais ficeis de administrar sdo
necessrios para a LC. Uma solugio

simples é um creme tépico que poderia
reduzir a exposi¢io sistémica ao medi-
camento e, 20 mesmo tempo, tratar di-
retamente as lesdes da LC. Os cremes
tépicos tém o duplo beneficio de limitar
o potencial de toxicidade e sdo passiveis
de autoadministra¢do, em vez de exigir
injecdes didrias administradas por pro-
fissionais de saude treinados.

A Appili Therapeutics estd traba-
lhando para levar uma dessas solugdes,
um creme tépico de paromomicina
(ATI-1801), para pacientes com LC.
A Appili adquiriu o ATT-1801 da U.S.
Army Medical Materiel Development
Activity (USAMMDA) em 2019. No
momento da aquisi¢do, a USAMMDA
havia concluido um programa com-
pleto de desenvolvimento clinico que
incluia estudos de seguranca de Fase
1, demonstrando tolerabilidade, e estu-
dos de eficicia de Fase 2 na Colémbia,
Franca e Tunisia, que demonstraram
superioridade em relagio ao placebo.
Estudos adicionais de Fase 2 reali-
zados no Peru e no Panam4 demons-
traram que o ATI-1801 tinha eficicia
compardvel a um creme combinado de
paromomicina e gentamicina. Estudos
de eficicia de Fase 3 foram conduzidos
com 399 pacientes no Panama e 375
pacientes na Tunisia e demonstraram
uma taxa de cura clinica de 77,8% e
82%, respectivamente. Esses estudos
sugeriram que o ATI-1801 seria eficaz
no tratamento da LC tanto no Velho
Mundo quanto no Novo Mundo.

O objetivo da Appili ¢é facilitar o am-
plo acesso ao ATI-1801 para pacientes
com leishmaniose cutinea em todo o
mundo. Estamos planejando trabalhar
com a Organiza¢io Mundial da Sad-
de (OMS) para incluir o ATI-1801
para distribui¢io nos paises endémicos
que tém maior necessidade, usando o
programa de Pré-Qualificagio de Me-
dicamentos Essenciais da OMS. Este
processo ¢ mais ficil para produtos que
foram aprovados por autoridades regu-
latérias rigorosas, como a FDA.

A Appili identificou um novo fa-
bricante para o ATI-1801 e estd em
processo de transferéncia da tecnolo-
gia para ele. Como hd um novo fabri-
cante, a Appili estd trabalhando com a
FDA para demonstrar a consisténcia
do produto em relagio ao fabricante
anterior. Isso pode envolver experi-
mentos in vitro e/ou estudos clinicos
para qualificar o novo fabricante. Em
todos os cendrios, a Appili estd bus-
cando parcerias e fontes de financia-
mento para apoiar o desenvolvimento
avancado do produto.

Assim que o ATI-801 for aprovado
pela FDA, a Appili trabalhard com a
OMS para distribui-lo em dreas endé-
micas de leishmaniose cutinea em par-
ceria com ONGs, ministérios da satde
locais e empresas farmacéuticas, propor-
cionando assim um tratamento seguro
e eficaz para a leishmaniose cutinea
aqueles que precisam dele. *

DIRETRIZES LABORATORIAIS PARA DIAGNOSTICO

E QUANTIFICACAO DA CARGA PARASITARIA DA

LEISHMANIOSE CUTANEA NAS AMERICAS

OTACILIO C. MOREIRA, Plataforma de Analises Moleculares, Laboratério de Virologia
e Parasitologia Molecular, Instituto Oswaldo Cruz, Fundacdo Oswaldo Cruz, Rio

de Janeiro, Brasil, ANA NILCE SILVEIRA ELKHOURY, Organiza¢ao Pan-Americana

da Saude, Rio de Janeiro, Brasil e ELISA CUPOLILLO, Laboratério de Pesquisa em
Leishmanioses, Instituto Oswaldo Cruz, Fundagdo Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, Brasil

-

leishmaniose cutinea (LC) con-
figura-se como a manifestagio
ais prevalente das leishmanio-
ses, apresentando um polimorfismo clini-
co que varia desde a presenca de papulas
até multiplas dlceras que impactam tanto
a pele quanto as mucosas, resultando em
cicatrizes permanentes e sérias incapa-
cidades. Esta doenga, marcada por sua
natureza desfigurante e estigmatizante,
frequentemente provoca um impacto
psicossocial e econdmico nas comunida-
des que sio afetadas.

Em 2022 foram reportados mais de
35.000 casos de LC nas Américas, sen-
do que mais de 60% dos casos estdo
concentrados no Brasil, Colémbia e
Peru. Apesar de uma tendéncia de re-
du¢do no ntimero de casos nos ultimos

20 anos, em 2022 houve um aumento na
incidéncia da doenga em rela¢do ao ano
anterior (OPAS, 2023).

O diagnéstico emerge como um dos
desafios primordiais para o controle
efetivo da doenga enquanto problema
de saude publica. A disponibilidade
de ferramentas diagndsticas para LC
torna-se crucial para atingir as metas
delineadas no Roteiro da OMS para
Doengas Tropicais Negligenciadas
(DTNs) de 2021 a 2030, que preconi-
za a detecgio de 85% dos casos de LC,
seguida pelo tratamento de 95% dos
casos reportados (WHO, 2020).

Em 2022, houve uma melhora no diag-
néstico da LC e da leishmaniose mucosa
na regido das Américas, com 86,2% dos

i

casos sendo diagnosticados por métodos
laboratoriais, representando 7% a mais do
que o ano anterior (OPAS, 2023). Neste
contexto, a Organizagio Pan-Ameri-
cana da Saide (OPAS) estd liderando
uma iniciativa que abrange centros de
pesquisa de diversos paises da regido
onde a LC ¢ endémica. O propésito é
desenvolver uma abordagem consensual,
padronizada e validada para o diagnds-
tico parasitolégico da doenga por meio
da técnica de qPCR, superando a baixa
sensibilidade dos métodos parasitolgi-
cos disponiveis e contribuindo para que
os diversos paises das Américas melho-
rem sua capacidade e ampliem o diag-
néstico laboratorial da doenga. O proje-
to envolve a colaboragio de sete grupos,
origindrios da Argentina, Bolivia, Méxi-
co, Panam4, Peru e dois do Brasil. »
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Reunidao com especialistas:

Definicdao da qPCR como
abordagem para melhorar o
diagnéstico da leishmaniose

cutanea nas Américas

2016

| Oficina Internacional sobre Padronizacao
de um ensaio PCR em tempo real para
quantificacdo da carga parasitaria para
o0 manejo da leishmaniose cutanea nas
Américas: Universidade de Antioquia,

Medellin - Colombia

Analise final dos resultados e
estabelecimento da metodologia
consenso para o diagnositco
molecular da leishmaniose
cutanea nas Américas

Transporte das amostras
para o Laboratdrio Central
(Fiocruz-R)J) e inicio da
validacao multicéntrica dos

ensaios qPCR Il Oficina Internacional sobre
Padroniza¢ao de um ensaio PCR
em tempo real para quantificacao
da carga parasitaria para o
manejo da leishmaniose cutanea

nas Américas: Fiocruz, RJ

Criacao de painel de
amostras, envio para todos os
laboratdrios participantes e
retorno dos resultados

Planejamento de
atividades e padronizacao
de ensaios moleculares
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Revisao dos métodos
moleculares utilizados
como ferramentas
para o diagndstico da
leishmaniose cutanea

Submissao/Aprovacao do
Projeto ao Comité de Etica
PAHOERC e comités locais

Validacao analitica
e validacao clinica
preliminar da qPCR
18SrDNA e da qPCRHSP70
para o diagndstico da
leishmaniose cutanea
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Comparison and clinical validation of gPCR
assays targeting Leishmania 185 rDNA and
HSP70 genes in patients with American
Tegumentary Leishmaniasis
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Desde que foi demonstrada a eficdcia
da PCR no diagnéstico da LC, diversas
abordagens metodoldgicas foram suge-
ridas e experimentadas, tanto com PCR
convencional (cPCR) quanto com PCR
quantitativo em tempo real (qPCR).
Contudo, esta é a primeira iniciativa de
padronizagio e validagdo de uma meto-
dologia especifica para o diagnéstico da
doenga, o que permite a defini¢io de um
consenso quanto a protocolos e alvos
moleculares que possam ser empregados
de maneira aprimorada no suporte ao
diagnéstico clinico.

A padronizagio dos ensaios de gPCR
foi realizada pela Fiocruz, Rio de Ja-
neiro (Laboratério Central), utilizando
DNA extraido de promastigotas de di-
versas espécies de Leishmania, seguido
por uma validagdo clinica preliminar.
Esta validagio foi conduzida a partir
de amostras coletadas de pacientes com
suspeita clinica de LC, com confirma-
¢do ou ndo do diagndstico parasitolé-
gico. Realizaram-se ensaios de qPCR
multiplex direcionados a RNAse P hu-
mana (controle interno endégeno), 18S
rDNA e hsp70 no parasito. Observou-
-se uma correlagio significativa na quan-
tificagio de parasitas entre os dois alvos
empregados. Ao considerar o exame mi-
croscépico como referéncia padrdo para
o diagnéstico parasitolégico, os resulta-
dos dos dois ensaios de qPCR simulté-
neos apresentaram uma sensibilidade de
98,5%. Além disso, ao analisar sequen-
cialmente os resultados da qPCR para
18S rDNA e, posteriormente, a gPCR
para hsp70, obteve-se a mixima especi-

ficidade (100%) (Filgueira ez al., 2020).

A etapa seguinte foi a de validagdo cli-
nica multicéntrica usando a metodologia
padronizada para trés alvos de Leishma-
nia spp: hsp70, 18StDNA e KDNA. Pelo

menos qujnze amostras de leses cutineas

de pacientes com LC foram coletadas por
cada um dos laboratérios participantes,
totalizando 128 amostras. O DNA de
cada amostra foi extraido em condi¢bes
padronizadas, utilizando um controle
interno exdgeno, e enviado as cegas ao
Laboratério Central, onde foi submetido
aos ensaios de gPCR. Os resultados de-
monstraram uma positividade que variou
de 67-100% e 80-100% para os alvos
hsp70 e 18SrDNA, respectivamente. Os
ensaios para KDNA mostraram positi-
vidade de aproximadamente 30% para
as amostras do Meéxico, o que levantou
algumas possibilidades que indicam a li-
mitagio do uso desse alvo para toda a re-
gido, devido a heterogeneidade deste alvo
entre espécies dos subgéneros Leishma-
nia e Viannia. A melhor sensibilidade foi
obtida pelo alvo 18SrDNA, sendo esta
considerada quase perfeita. Uma espe-
cificidade de 100% foi obtida para esse
alvo e também para o hsp70. Observou-
-se queda na positividade da qPCR para
amostras com Ct para RNAse P a partir
de 28, indicando que, além de funcionar
como um controle endégeno da reagio,
o resultado para RNAse P permite uma
melhor interpretagio dos resultados ob-
tidos para os alvos de Leishmania spp.

Em seguida foi construido um painel
de 68 amostras, a partir das amostras
remetidas pelos diversos grupos partici-
pantes e amostras de referéncia, que foi
enviado as cegas para cada grupo reali-
zar os ensaios. Os resultados indicaram
uma boa reprodutibilidade em compa-
ragdo aos resultados obtidos pelo La-
boratério Central. De uma forma geral,
houve uma boa correlagio e concordan-
cia entre a carga parasitdria determinada
pelo Laboratério Central e pelos outros
laboratérios participantes.

Apés um esforgo de nove anos, os re-
sultados foram apresentados e discuti-

dos durante a II Oficina Internacional
de Ensaios de PCR em Tempo Real
para o Diagnéstico Molecular e Quan-
tificagio da Carga Parasitiria para o
Manejo da Leishmaniose Cutinea nas
Américas, com a presenca de especia-
listas dos seis paises participantes da
iniciativa. Todos tiveram a oportuni-
dade de realizar os protocolos durante
o workshop para que todas as davidas
pudessem ser esclarecidas. Ao final,
tendo em conta o conjunto de resulta-
dos obtidos, o grupo considerou de for-
ma unénime que o protocolo de gPCR
tendo como alvo a regido 18SrDNA
de Leishmania spp deve ser empregado
no diagnéstico molecular da LC. Além
disso, outros estudos indicam que esse
protocolo pode ser aplicado no diag-
néstico das diversas manifestagdes cli-
nicas da LC e pode ser uma importante
ferramenta para o diagnéstico da LM.

Para conclusio do estudo, amostras
de lesdes cutaneas de outras etiologias
estdo sendo avaliadas para melhorar a
avaliagio da especificidade dos testes.
Os resultados estdo sendo organizados
para divulgacdo por meio de publicagio
cientifica. Por ser a nica metodologia
validada para o diagnéstico molecular
da LC nas Américas, um relatério téc-
nico com a metodologia detalhada foi
elaborado para que seja disponibilizado
aos laboratérios nacionais e assim o pro-
tocolo possa ser incorporado ao fluxo de
diagnéstico laboratorial da LC nos dife-
rentes paises da regido.

Todas as atividades cientificas e téc-
nicas estio sendo coordenadas pelo
Laboratério de Pesquisa em Leishma-
nioses e a Plataforma de Anélises Mo-
leculares - Laboratério de Virologia
e Parasitologia Molecular, Fundagio
Oswaldo Cruz, Brasil, com o apoio da

OPAS e a DNDi.
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AVANCO DO DIAGNOSTICO MOLECULAR NO PONTO

DE ATENDIMENTO PARA DOENCAS TROPICAIS

NEGLIGENCIADAS CUTANEAS

DR SUNDEEP CHAITANYA VEDITHI,
American Leprosy Missions & University of Cambridge

American Leprosy Missions

(ALM) ¢ uma organizagio

internacional comprometida
em aliviar o impacto das Doengas Tro-
picais Negligenciadas (DT Ns), conhe-
cidas por causar incapacidades e com-
plicagdes cronicas. A missio da ALM
abrange ndo apenas a cura fisica, mas
também a restauragio da dignidade e
da esperanca dos individuos afetados.
A organizagio lidera o desenvolvi-
mento e o investimento em projetos,
sistemas, tecnologias e ferramentas
inovadores com o objetivo de promo-
ver mudangas sustentdveis e positivas e
acelerar a descoberta e a aplicagio de
solugdes pioneiras para o tratamento, a
assisténcia e a eventual erradicagio de

DTNs de alta morbidade.

Em 2019, uma parceria fundamental
foi estabelecida entre a ALM e a Bio-
meme Inc. Essa colaboragio teve origem
quando o diretor de Pesquisa e Inova-
¢des da ALM participou da Conferén-
cia de Micobacteriologia na Colorado
State University, onde foi explorado o
potencial da tecnologia da Biomeme
para detectar infecgbes por micobac-
térias. Consequentemente, a ALM e a
Biomeme Inc. firmaram um acordo de
biodesenvolvimento e compartilhamen-
to de receita para pesquisar e desenvol-
ver diagnosticos moleculares baseados
em qPCR para DTNs, econémicos, fi-
ceis de usar em campo e adequados para
uso em hospitais e centros de diagnds-
tico em paises tropicais com prevaléncia

de DTNs. Em 2020, a ALM, em cola-

bora¢io com o Centro Kumasi de Pes-
quisa Colaborativa em Gana, o Instituto
Schieffelin de Pesquisa em Hanseniase
na India e a Colorado State University
nos EUA, desenvolveu ensaios molecu-
lares independentes capazes de detectar
a tlcera de Buruli (UB) ou a hanseniase
em isolados clinicos.

O sistema qPCR Biomeme Franklin™
representa um avango significativo no
diagnéstico molecular. Esse sistema
compativel com o campo, com melhor
custo-beneficio e rdpido opera em tem-
peratura ambiente e é ideal para a detec-
¢do em tempo real baseada em qPCR de
dcidos nucleicos de patégenos nos locais
de atendimento. O sistema operado por
bateria apresenta reagentes de extragio »

13

w
o
o
=
3
=
EX
e
3
S
=
S
a
o
)
Q
o
o
m
@
T
*®
o
o

A
D
)
=
o,
)
a
o
N
S
N
=


https://iris.paho.org/handle/10665.2/51742
https://www.who.int/publications/i/item/9789240010352
https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0008750

14

@
=}
o
=3
3
5
=
=
3
2
=
)
a
o
o
Q
o
e
m
@
I
®
o
=

a
3
)
=
Q
)
a
o
N
o
N}
kN

de DNA em um cartucho fechado, per-
mitindo a extragio rapida de dcidos nu-
cleicos de amostras de pele sem risco de
contaminagio cruzada. Os reagentes pré-
-misturados para qPCR sio liofilizados,
garantindo um tempo de conservagio es-
tavel e prolongado em temperatura am-
biente (15-45° C). O processo da amos-
tra ao resultado leva aproximadamente
uma hora e requer treinamento mini-
mo, tornando o diagnéstico simples,
preciso e vidvel em instala¢cdes de saude
remotas. A implementagio desses sis-
temas de PCR em unidades de saude
periféricas em paises endémicos para
hanseniase é crucial para o diagndsti-
co confirmatério, dada a diminui¢io da
experiéncia clinica em hanseniase. Os
estudos preliminares de prova de con-
ceito do teste Biomeme para hanseni-
ase, realizados com parceiros na India,
na Tanzania e nos EUA, demonstraram
uma sensibilidade superior a 95% para
a hanseniase paucibacilar e multiba-
cilar e uma especificidade de mais de
99%. Atualmente, nosso objetivo ¢ re-
alizar uma avalia¢io multicéntrica do
desempenho desses testes qPCR para
hansenfase da Biomeme para confir-
mar sua eficcia e testar a viabilidade
de implementagdo no sistema de saude
periférico. Os testes da Biomeme para
a ulcera de Buruli superaram o desem-
penho dos sistemas qPCR padrio em
laboratérios de referéncia para diag-
néstico, com avaliagdes em andamento
para os testes de hanseniase.

Os resultados iniciais revelam uma
sensibilidade de 98% na detec¢io de
DNA bacteriano padrio a partir de
apenas trés células bacterianas em
amostras de tecido de raspagem de pele
para hanseniase e uma sensibilidade
de 95% para a ulcera de Buruli (UB),
mantendo uma especificidade de 100%
para ambos os testes. Esse desempenho
¢ atribuido a selegdo de genes especifi-
cos de patégenos, conforme detalhado

na literatura publicada. Uma aborda-
gem semelhante foi implementada com
sucesso em Gana para o diagnédstico da
Covid-19 durante 2020 e 2021, usando
os testes PCR da Biomeme em uni-
dades méveis de diagnéstico, mostran-
do-se efetiva na expansio da cobertura
para detecgdo e referéncia. A ALM fa-
cilitou o fornecimento de mdquinas e
reagentes de qPCR para essa iniciativa.

As DTNs cutineas sio a terceira
causa mais prevalente de doengas em
todo o mundo e estio entre as dez
principais causas de incapacidade, de
acordo com a Organiza¢io Mundial da
Satde (OMS). Elas exigem abordagens
semelhantes para detec¢dio e manejo,
sendo que o diagnéstico molecular é
crucial para identificar cinco doencas:
hanseniase, UB, bouba, leishmaniose
dérmica e micetoma. Com o financia-
mento da Funda¢io Anesvad e da Fun-
da¢io Raoul Follereau, a ALM agora
utilizard sua experiéncia no desenvolvi-
mento de testes diagndsticos para criar
um teste multiplex para a detecgdo si-
multinea dessas cinco DTNs cutineas
usando o sistema Biomeme.

Laboratérios de pesquisa e centros
de referéncia para diagnéstico selecio-
nados em Benin, Camardes, Costa do
Marfim, Gana, Sudio, Espanha e Ho-
landa desenvolverio e avaliardo os en-
saios Biomeme Multiplex para DTNs
cutdneas. Muitos desses paises sdo en-
démicos para as DTNs cutineas visa-
das, sendo que virios dos laboratérios
fazem parte da “Skin NTD Laboratory
Network” (Skin NTD LAB-NET),
um consércio de laboratérios princi-
palmente de paises da Africa Ociden-
tal fundado pela OMS e financiado
pela ALM, a Fundagio Anesvad e a
Fundagio Raoul Follereau. Coordena-
da pelo Centro Pasteur de Camardes
como laboratério parceiro, essa rede
supervisiona o programa de Avaliagio

Externa da Qualidade (EQA) para o
diagnéstico da UB e bouba nos labo-
ratérios membros. Ela garante a coleta,
a compilagio e a disseminagio oportu-
nas dos resultados para hospitais, pro-
gramas nacionais, ministérios da saude
e pacientes, exemplificando o compro-
misso da ALM com o fortalecimento
das capacidades de diagnéstico e com
a melhoria dos resultados de saide em

regides afetadas por DTNs.

Para o desenvolvimento e a avaliagdo
dos testes Biomeme para Leishmania
usando primers e sondas especificos do
género, colaboramos com a Unidade
de Leishmaniose e Doenga de Chagas
do Centro Nacional de Microbiologia
- Instituto de Salud Carlos III (ISC-
-III), da Espanha. Como Laboratério
Nacional de Referéncia para infec-
¢oes por Leishmania, o ISC-III tem a
responsabilidade de apoiar o Sistema
Nacional de Saide da Espanha no
controle de infec¢des por Leishmania
e Trypanosoma cruzi. Esse centro é es-
pecializado no diagndstico e na andli-
se da resposta imunolégica a leishma-
niose canina natural e experimental.
Os cientistas tém se dedicado a desen-
volver um modelo de infecgdo experi-
mental em cies, usado com sucesso na
avaliacdo de antigenos de Leishmania
e em testes laboratoriais de vacinas
contra a leishmaniose canina. O ISC-
-IIT desenvolvera os testes Biomeme
especificos do género Leishmania e,
posteriormente, permitird que o No-
guchi Memorial Institute for Medical
Research em Accra, Gana, realize a
valida¢io analitica e clinica. Além dis-
s0, 0 ISC-III podera contribuir para o
desenvolvimento de testes gPCR Bio-
meme Multiplex especificos para cada
espécie de Leishmania, adequados a
diferentes regides geogrificas. Essa
tarefa serd realizada além dos testes
multiplex para DTNs cutineas men-
cionados anteriormente. ®

FORMALIZACAO DA ASSOCIACAO BRASILEIRA DE
PORTADORES DE LEISHMANIOSE - ABRAPLEISH

ALEX LAGO, TANIELE CUSTODIO, ELY AMORA,
ANA PAULA FERREIRA, ABRAPLEISH

| F

s leishmanioses sdo causadas

por protozodrios do género

Leishmania e transmitidos por
flebotomineos, que incluem mais de 20
espécies. E uma doenga infecciosa, nio
contagiosa, que afeta milhares de pes-
soas em virias regides do mundo. A do-
enga se divide em duas formas clinicas:
leishmaniose cutdnea e leishmaniose
visceral, que afetam principalmente
pessoas que estio em maior vulnerabi-
lidade socioeconémica.

A Associagio Brasileira de Portado-
res de Leishmaniose (ABRAPLEISH)
foi criada com o objetivo de lutar pelas
pessoas portadoras de leishmaniose, que
muitas vezes vivem em comunidades
negligenciadas e com acesso a saude
precirio e limitado pelo poder publico.

A associagio tem o intuito de mobilizar
as entidades para que estas oferecam um
melhor acolhimento as pessoas acome-
tidas pela doenga. A maioria das unida-
des de satde nio oferecem exceléncia no
tratamento, diagndstico e assisténcia so-
cial. Diante de toda essa negligéncia dos
poderes publicos no cuidado as pessoas
acometidas pela leishmaniose, o grupo
de pesquisa ECLIPSE, do Instituto
de Satde Coletiva (ISC) da Universi-
dade Federal da Bahia (UFBA), vem
atuando em uma regido endémica de
leishmaniose da Bahia. Trata-se de uma
importante drea endémica, onde sio re-
gistrados mais de 2 mil casos anuais de
leishmaniose tegumentar. Dessa forma,
em parceria com a DNDJ, surgiu a ideia
de convidar as pessoas da comunidade
para criar uma associagao.

Diogo Galvio, consultor regional de
acesso da DNDi, esteve presente na
drea endémica para leishmaniose na
Bahia e conversou com virias pessoas
da comunidade afetadas direta ou in-
diretamente pela doenga. Ele explicou
qual seria a importincia da criagdo
dessa associagio e seu impacto na es-
fera publica, e assim houve o aceite de
algumas pessoas da comunidade. Du-
rante alguns meses, foram realizadas
reunides online para detalhar o proces-
so de refundagio da associagio, criada
em 2018 por Moacir Antonio Zini,
que nos deixou em 2020. Algumas pes-
soas foram convidadas a participar de
eventos, como por exemplo o Férum de
Doengas Negligenciadas realizado em
Salvador - BA em 2023. No decorrer
dos eventos, nés percebemos a impor-
tancia e a magnitude de uma associagio
em movimentos sociais. Desde entdo,
estamos aos poucos nos fortalecendo
para poder lutar e conseguir melhorias
para as pessoas que ainda sio negligen-
ciadas pelo poder publico.

Sendo assim, nds conseguimos dar
inicio a formalizagdo da associagdo atra-
vés do apoio da DNDi, ECLIPSE e de
grupos de outras associa¢des de doengas
negligenciadas do Brasil. No dia 14 de
novembro de 2023, os membros da as-
sociagio Alex Lago, Taniele Custédio,
Ana Paula Ferreira, Ely Amora e outras
pessoas da comunidade assinaram a
Ata da associagio ABRAPLEISH, re-
alizada na cidade Presidente Tancredo
Neves/Povoado Corte de Pedra-Bahia,
Bairro Préspero Cardoso, Rua 7 de Se-
tembro S/N, CEP 4541600. *
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Acesse a plataforma online junto com
especialistas de toda a América Latina Faca sua inscricao
para receber e compartilhar informacoes pelo @R code

sobre pesquisas em leishmanioses

O forum funciona como uma rede social na qual vocé
pode receber as atualizacoes também via e-mail.

Os membros podem interagir e publicar novidades,
o que facilita a comunicacao entre os colaboradores.
Dessa forma, incentivamos o compartilhamento de
documentos e artigos cientificos, a divulgacao de
eventos, o debate, o esclarecimento de duvidas e

a conexao com novos contatos.

ou acesse pelo link

EXPEDIENTE

Conselho editorial: Traducéo: Fotos:

Byron Arana, Joelle Rode e Marina Certo Litero Tradugdes Appili Therapeutics Inc, American Leprosy
Missions, Vinicius Berger-DNDi, ABRAPLEISH

Coordenacao: Revisdo: Diagramacao:

Joelle Rode Carolina Alfaro, Joelle Rode, Alertaldesign
Karla Menezes e Marina Certo

Producao:

Marina Certo

DNDi América Latina

o
Rua Sao José, 70, sala 601- CEP 20010-020 - Rio de Janeiro, RJ - Brasil
Tel: +55 21 2529-0400 | www.dndial.org

_Amelhor ciéncia Sede DNDi
pard os mais negligenciados 15 Chemin Camille-Vidart 1202 - Genebra - Suica
Tel: +41 22 906 9230 | Fax: +41 22906 9231 | www.dndi.org


https://dndial.org/
https://dndi.org/
https://tinyurl.com/3sncc9z9

