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Resumo

A soropositividade para Leishmania tem sido considerada o padrao de referéncia para
indicar a eutandsia de caes, como recomendado pelo programa de controle da leishmaniose
visceral. Entretanto, as técnicas utilizadas atualmente, RIFI e ELISA, apresentam limitagdes,
considerando principalmente a especificidade em detectar a leishmaniose visceral canina
(LVC). Adicionalmente, ap6és a disponibiliza¢io comercial da vacina Leishmune® muitas
questdes de ordem pratica tem se tornado urgentes, devido a soroconversdo imunomediada
pos vacinal, que tem um impacto direto na interpretacdo da sorologia positiva anti-LVC.

Neste estudo, foram estabelecidos procedimentos metodoldgicos, baseados na
citometria de fluxo, para pesquisa de anticorpos anti-formas fixadas de L. chagasi (AAPF-
IgM, IgA, IgG, IgG1, IgG2 e IgE). Foi avaliado o desempenho das técnicas em amostras de
soros de caes ndo infectados (NI, n=15), infectados com L. chagasi (INF, n=29) e vacinados
com Leishmune® (VAC, n=21) para o diagnéstico diferencial da LVC. Utilizando PPFP=20%
como ponto de corte para segregar resultados negativos e positivos, a AAPF-IgG apresentou
excelente desempenho quando aplicada nas diluigdes do soro 1:2.048 e 1:8.192, sendo
portanto qualificada como técnica aplicavel ao diagndstico sorologico da LVC.

A AAPF-IgG foi validada para o diagndstico sorologico da LVC quando aplicada em
um maior numero de amostras de cdes NI (n=25), INF (n=62) ¢ VAC (n=64). Além disso, foi
avaliado o desempenho da AAPF-IgG em comparagdo ‘com a RIFI e ELISA e Kalazar
Detect® para discriminar a soro reatividade de NI, INF ¢ VAC. Os dados demonstraram que
AAPF-IgG e ELISA apresentaram desempenho semelhante para detectar soro negatividade
em caes NI (especificidades=100%), enquanto a AAPF-IgG mostrou melhor desempenho
para excluir soropositividade no grupo VAC (especificidade=100%). O elevado valor
encontrado para o indice Kappa sugere similar desempenho para AAPF-IgG e ELISA quando
o diagnostico de diferentes formas clinicas torna-se um desafio. Em relacao a AAPF-IgG e
Kalazar Detect®, ambos apresentaram capacidade semelhante para excluir o diagnostico de
LVC em todos os caes VAC (especificidades=100%), entretanto, a AAPF-IgG apresentou um
menor numero de resultados falso negativos em caes INF, representando uma ferramenta mais
confiavel para o diagnostico da LVC.

Além disso, a AAPF-IgG, aplicada na diluicdo do soro 1:8.192, apresentou elevado
desempenho para discriminar cdes INF de cdes vacinados experimentalmente com outros
imunobioldgicos candidatos a imunoprofilaxia contra LVC e caes infectados com
Trypanosoma cruzi e L. braziliensis (86% e 84% de especificidade, respectivamente).

Em conjunto, os resultados gerados nesse trabalho sugerem que a pesquisa de
anticorpos IgG anti-L. chagasi, por citometria de fluxo, apresenta-se como potente
metodologia complementar para o diagnostico da LVC, podendo subsidiar os orgaos
responsaveis pelo controle da LV no Brasil na implementacdo de medidas de controle ora
vigentes, contribuindo para utilizacdo segura de imunobioldgicos em programas nacionais de
imunoprofilaxia e controle da leishmaniose visceral.

Palavras-chave: AAPF-IgG, citometria de fluxo, diagnostico sorologico, Leishmania chagasi,
leishmaniose visceral canina, vacina.
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Abstract

Seropositivity to Leishmania sp has been considered the “gold standard” laboratorial
criterion to sign in the euthanasia of dog as recommended by the visceral leishmaniasis
control program. However, the currently available methods (IFAT - indirect fluorescence
antibody title and ELISA — enzyme linked immunosorbent assay) have some specific flaws
mainly regarding their specificity to detect canine visceral leishmaniasis (CVL). Additionally,
as an anti-CVL vaccine has become commercially available (Leishmune®) many other
practical issues have become urgent, mainly due to the immunomediated post-vaccination
seroconversion which has a direct impact on the interpretation of anti-CVL positive serology.

In this study was described the establishment of a flow cytometry based new method
to detect anti-fixed L. chagasi promastigotes antibodies (FC-AFPA-IgM, FC-AFPA-IgA, FC-
AFPA-IgG, FC-AFPA-IgG1, FC-AFPA-IgG2 and FC-AFPA-IgE) in sera samples from non
infected dogs (NI; n=15), L. chagasi infected dogs (INF; n=29) and Leishmune® vaccines
(VAC; n=21). The performance and applicability to differential diagnosis of CVL was
available. The use of PPFP=20% as a cut-off edge to segregate negative and positive results at
sera dilutions 1:2,048 and 1:8,192 elect FC-AFPA-IgG applicable to the serological diagnosis
of CVL with excellent performance.

FC-AFPA-IgG was validate throughout a blind study applied into a broader range of
coded sera samples that have an outstanding performance to discriminate the serological
reactivity of NI (n=25), INF (n=64) and VAC (n=62). Moreover, the performance of FC-
AFPA-IgG was evaluated in parallel with IFAT, ELISA and Kalazar Detect® to discriminate
the seroreactivity of NI, INF and VAC. The data demonstrated that ELISA and FC-AFPA-
IgG showed similar performance to detect the seronegativity in 100% of NI, whereas FC-
AFPA-IgG displayed better performance to exclude seropositivity in 100% of VAC. The high
kappa agreement indexes observed suggested similar performance between these two
serological tests when distinct clinical forms of CVL become a challenge. Despite both, FC-
AFPA-IgG and Kalazar Detect® display similar ability to exclude CVL diagnosis for all
Leishmune® vaccines, FC-AFPA-IgG leads to lower false negative results in INF,
representing a more reliable tool for the differential diagnosis of CVL.

Furthermore, the FC-AFPA-IgG applied at sera dilution 1:8,192 showed a remarkable
performance to discriminate INF from vaccinated dogs with experimental immmunobiologics
and other co-endemic canine infections in dogs infected with Trypanosoma cruzi and L.
braziliensis (86% and 84% of specificity, respectively).

In conclusion, emphasize the applicability of FC-AFPA-IgG as an innovative
methodology able to discriminate post-infection imunomediated seroreactivity from that
triggered by prophylactic immunization with minor cross-reactivity with other relevant canine
pathogens, which may contribute as a supplementary device for the CVL immunodiagnosis.

Keywords: canine visceral leishmaniasis, FC-AFPA-IgG, flow cytometry, Leishmania
chagasi, serologic diagnosis, vaccine.
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Introdugdo

A soropositividade para Leishmania tem sido considerada o fator determinante para
indicar a eutanasia de caes, como recomendado pelo programa de controle da leishmaniose
visceral. Entretanto, as técnicas utilizadas atualmente, RIFI e ELISA, apresentam limitagdes,
considerando principalmente a especificidade em detectar a LVC (leishmaniose visceral
canina). Adicionalmente, com a introdu¢do da vacinacdo anti-LVC em clinicas veterinarias
particulares como medida preventiva de transmissdo da LV em éreas endémicas no Brasil,
uma série de questoes de ordem pratica vem sendo levantadas pelos 6rgaos de satide publica
nacional, a maioria delas focadas no fato de que a soroconversdo pos-vacinal passou a
representar um problema adicional na interpretagdo dos resultados de sorologia positiva
encontrada em inquéritos soroepidemioldgicos.

Atualmente, a soropositividade ¢ empregada como critério para indicar a eutanasia dos
caes, como medida de controle da leishmaniose visceral, segundo normas do Ministério da
Saude. Considerando a baixa eficiéncia dos métodos soroldgicos convencionais em
discriminar infeccdo ativa da soroconversdo imunomediada pela intervengdo vacinal, a
eutanasia dos caes soropositivos tem sido motivo de questionamentos e indignacdo da
sociedade. Uma vez que a LVC encontra-se em franca expansdo no pais, com incidéncia
estimada de cerca de 25.000 novos casos por ano no Brasil, concomitante a0 aumento no
contingente de caes vacinados, estimado para cerca de 100.000 animais em todo pais, agrava-
se ainda mais a utilizacdo das técnicas soroldgicas convencionais, dentro do programa de
controle da leishmaniose visceral. Portanto, torna-se extremamente importante o
desenvolvimento e a disponibilizacdo de técnicas alternativas com elevada especificidade e
sensibilidade, capazes de fornecer um diagnostico soroldgico confiavel, que possibilite
discriminar caes infectados de animais nao infectados, vacinados ou portadores de outras
doengas infecto-parasitarias.

A iniciativa de introduzir a citometria de fluxo como método complementar para
analise soroldgica em doencas parasitarias pelo grupo de pesquisa do Laboratério de
Biomarcadores de Diagndstico e Monitoracdo do Centro de pesquisas René Rachou/
FIOCRUZ abriu novas perspectivas para o estabelecimento de técnicas diagnoésticas
empregando parasitos fixados como suporte antigénico. Este método foi adaptado e avaliado
como ferramenta promissora para o diagnéstico sorolégico da LVC.

Acredita-se que a pesquisa de anticorpos caninos anti-L. chagasi, por citometria de
fluxo, poderé contribuir fundamentalmente para que os 6rgaos responsaveis pelo controle da
LV no Brasil tenham mais seguranc¢a na implementacao das medidas preventivas. Além disso,

acredita-se que a metodologia possua potencial de aplicabilidade em conjunto com grupos
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voltados para a pesquisa e/ou assisténcia aos laboratérios de referéncia que participam do

programa nacional de controle da leishmaniose visceral ora vigente no Brasil.
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Objetivos

2.1. Objetivo Geral

Estabelecer inovagdes metodologicas para o diagnostico sorologico da leishmaniose

visceral canina.

2.2. Objetivos Especificos

1 - Estabelecer procedimentos metodologicos para a pesquisa de anticorpos IgM, IgA, IgG
(IgGl, 1gG2) e IgE anti-formas promastigotas fixadas de Leishmania chagasi (AAPF) por
citometria de fluxo para diagndstico da LVC;

A - Padronizar as dilui¢des dos anticorpos secundarios anti-IgM, IgA, IgG, IgGl,
IgG2 e IgE, variavel inerente a reacdo antigeno-anticorpo, a serem empregadas na pesquisa de
anti-formas promastigotas fixadas de Leishmania chagasi (AAPF) por citometria de fluxo;

B - Caracterizar o perfil de imunoglobulinas detectado pelas AAPFs;

C - Avaliar o desempenho das AAPFs no diagnéstico sorolégico da LVC;

D — Avaliar a aplicabilidade da AAPF de melhor desempenho para o diagndstico
soroldgico da LVC;

2 - Avaliar a performance da AAPF de melhor desempenho em compara¢do com técnicas
RIFT e ELISA (sorolégicas convencionais) e Kalazar Detect” (ndo convencional) no

diagnostico diferencial da LVC;

3 - Averiguar a reatividade sorologica por meio da AAPF de melhor desempenho empregando
amostras de soros de cdes vacinados com outros imunobiologicos candidatos a

imunoprofilaxia da LVC;

4 - Analisar o grau de reatividade cruzada da AAPF de melhor desempenho em amostras de

soros de cdes portadores de outras doengas infecto-parasitarias;
5 - Determinar a sensibilidade e especificidade da AAPF de melhor desempenho, diante de

um panorama diversificado de amostras constituindo uma populagdo inquérito artificial,

representativa do panorama de amostras destinadas ao diagndstico sorologico da LVC.
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As Leishmanioses sdo um complexo de doengas parasitarias causadas por protozodarios
pertencentes ao género Leishmania (ROSS, 1903), familia Trypanosomatidae, ordem
Kinetoplastida. O género Leishmania compreende parasitos heteroxénicos de hospedeiros
mamiferos, dentre eles homens, cdes e roedores. Os insetos vetores sao flebotomineos da
familia Psychodidae, subfamilia Phlebotominae, pertencentes aos géneros Phlebotomus e
Lutzomyia (LAINSON & SHAW, 1987).

As leishmanioses afetam cerca de 12 milhdes de pessoas em 88 paises, estimando-se
que 350 milhdes de pessoas estdo expostas ao risco de infeccdo por diferentes espécies de
Leishmania spp. A incidéncia anual de novos casos no mundo encontra-se em torno de dois
milhdes (1,5 milhdes de leishmaniose tegumentar - LT e 500.000 de leishmaniose visceral -
LV). Como em outras doencas tropicais, as leishmanioses estdo relacionadas ao
desenvolvimento econdmico e a mudangas ambientais humanas que promovem a exposi¢ao
de hospedeiros susceptiveis aos insetos vetores infectados (WHO, 2003). Embora as
leishmanioses sejam consideradas doengas rurais, o recente aparecimento destas enfermidades
em grandes centros urbanos e a re-emergéncia em vdrias cidades do mundo representa um
problema de saude publica emergente (ASHFORD, 2000).

No ciclo biologico, os parasitos sob a forma de amastigotas internalizados em
macrofagos na derme de hospedeiros vertebrados sdo ingeridos pelas fémeas de
flebotomineos durante o repasto sangiliineo e transformam-se em promastigotas que se
multiplicam e passam por uma série de mudancas morfologicas e fisioldgicas, ocorrendo
adesdes ao tubo digestivo do inseto. O final deste processo, denominado de metaciclogénese
culmina no aparecimento de formas promastigotas metaciclicas infectantes que migram para o
tubo digestivo anterior. Ao realizar um novo repasto sanguineo, as formas infectantes sao
inoculadas na pele do hospedeiro vertebrado. Neste momento, os parasitos sdo internalizados
por células fagocitarias, predominantemente macréfagos, onde, apos transformarem em
formas amastigotas, resistentes a agdo das enzimas lisossomais, residem e se multiplicam no
interior de fagolisossomos (CHANG, 1983). A intensa proliferacao das amastigotas dentro do
macrofago favorece o rompimento da membrana celular e a liberacdo de parasitos, os quais
infectam rapidamente outros macrdéfagos, protegendo-se da acdo do complemento e de
anticorpos, podendo iniciar nova fase de multiplicagdo binaria.

As leishmanioses podem apresentar um amplo espectro de formas clinicas, desde uma
lesdo cutanea localizada, com cura espontanea a uma doenga sistémica generalizada. As
diferentes manifestagdes das leishmanioses clinicas dependem de vérios fatores tais como:

espécie dos vetores, Leishmania envolvida e sua viruléncia e aspectos relacionados ao perfil
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nutricional, genético e imunologico do hospedeiro. As leishmanioses sdo classificadas em
quatro principais formas clinicas denominadas: leishmaniose cutinea localizada, leishmaniose
mucocutanea, leishmaniose cutdnea difusa e leishmaniose visceral, sendo que no Novo
Mundo as trés primeiras formas sdo agrupadas em uma unica denominagdo conhecida por
leishmaniose tegumentar americana (LTA) (MARZOCHI, 1992). A LTA pode ser causada
por varias espécies de Leishmania incluindo L. (Leishmania) mexicana, L. (L.)
amazonenensis, L. (L.) venezuelensis, L. (Viannia) braziliensis, L. (V.) panamensis, L. (V.)
guyanensis, L. (V.) peruviania, L. (V.) lainsoni e L. (V.) naiffi, L. (V.) shawi e L. (V.)
lindenberge (HERWALDT, 1999). A forma clinica visceral ¢ causada pelas espécies L. (L.)
donovani e L. (L.) infantum no Velho Mundo, atingindo partes do continente asiatico, africano
e europeu. No Novo Mundo, a L. chagasi ¢ o agente etioldgico da leishmaniose visceral (LV).
Estudos demonstraram que a L. infantum e L. chagasi possuem caracteristicas bioquimicas e
moleculares muito semelhantes (MAURICIO ez al., 1999; MAURICIO et al., 2000), o que
sugere que estas espécies possam ser apenas uma. Em fun¢do desse fato, SHAW (2006)
sugere a denominagdo L. (L.) infantum chagasi para o agente etiologico da LV no novo
mundo. No presente estudo, optou-se por utilizar L. chagasi, uma vez que ainda nao houve até
o momento uma defini¢do oficial do comité internacional de taxonomia e sistematica de
parasitos a respeito dessa questao.

A L. chagasi possui um tropismo tecidual, estabelecendo-se primariamente na pele e
posteriormente em Orgaos viscerais como o figado e baco, bem como na medula dssea. A
lesdo primdria na pele ¢ raramente observada e uma porcentagem substancial de infec¢des
parecem ser assintomaticas ou auto-resolutivas (JAFFE & GREENBLAT, 1991). J4 a doenga
ativa, conhecida como LV classica, quando ndo tratada, pode levar ao Obito. Em geral,
pacientes portadores da LV classica apresentam febre, hepatoesplenomegalia, perda de peso,
linfoadenopatia, anemia e leucopenia (DEANE e DEANE, 1964; GRIMALDI Jr., 1993;
BADARO et al., 1986).

Em relagdo aos reservatorios da LV humana no velho mundo, vale a pena enfatizar a
ocorréncia de ciclo antropofilico na India, onde o homem é o hospedeiro mamifero
encontrado infectado por L. donovani. A infeccdo parece ocorrer num ciclo entre os seres
humanos sem a presenga relevante de um animal reservatorio para L. donovani (PALATNIK
DE SOUZA et al., 2001). No ciclo rural e urbano da L. chagasi, os hospedeiros vertebrados
reconhecidos como reservatorios, a semelhanga da L. infantum, estdo limitados a mamiferos
pertencentes a familia Canidae (DEANE & DEANE, 1954; DA SILVA et al., 2001). No ciclo
silvestre da L. chagasi, as raposas Dusicyon ventulus, no nordeste do Brasil (DEANE &

DEANE, 1962), e Cerdocyon thous, na regido norte do Brasil (LAINSON et al., 1969) sao,
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at¢é o momento, hospedeiros silvestres. No caso do ciclo urbano, o cdo ¢ o principal
hospedeiro doméstico, reservatorio para infeccdo humana (MOLANO et al., 2003) e vem
sendo apontado como o mais importante reservatério doméstico para a L. chagasi,
considerando, principalmente o intenso parasitismo cutdneo que ocorre nestes animais € o
grande numero de casos de leishmaniose visceral canina (LVC) (DEANE & DEANE, 1955;
KEENAN et al., 1984; ABRANCHES, 1991; COSTA et al., 1999; REIS et al., 2006). Sendo
assim, os caes infectados por L. chagasi representam uma abundante fonte de infec¢ao para os
hospedeiros invertebrados, demonstrando a sua importancia como elo na manutengdo da
transmissdo da infeccdo para o homem. O calazar canino tem sido considerado mais
importante que a doenga humana no ambito epidemiologico, pois além de ser mais prevalente,
as areas endémicas apresentam grande numero de cdes infectados que podem transmitir o
parasito aos insetos vetores (ASHFORD, 1996).

Em relacdo aos mecanismos patoldgicos e imunoldgicos da LVC, a presenca de
Leishmania no interior das células do sistema fagocitico mononuclear determina a
visceralizacao da doenca resultando em uma hipertrofia e hiperplasia do sistema macrofagico
das visceras, o que caracteriza a hepatoesplenomegalia e alteragdes na medula Ossea
caracteristicos da doenca (KENAN et al., 1984; GIUNCHETTI et al., 2008a,b). As células
reticulares e macrofagos aumentam consideravelmente em niimero e seu citoplasma se torna
abundante, repleto de parasitos. O bago aumenta de volume, sua cépsula se torna mais espessa
podendo ocorrer areas de infarte (ALVAR et al., 2004). Outros 6rgaos podem apresentar
lesdes decorrentes da deposicdo de imunocomplexos circulantes de IgM e IgA, como rins e
pulmao, estabelecendo um quadro de glomerulonefrite ¢ pneumonite (MARGARITO et al.,
1998; MANCIANTI et al., 1989). Na medula 6ssea, os macrofagos parasitados substituem o
tecido hematopoiético levando ao comprometimento dos linfonodos e imunodepressao severa.
Assim, a anemia e leucopenia sdo achados freqiientes (BRANDONISIO et al., 1986;
BURILLO et al., 1994).

A presenca de lesdes na pele constitui um aspecto patolégico caracteristico da LVC.
Ha presenca de grandes quantidades de macrofagos parasitados além de hiperqueratose,
infiltrados inflamatodrios do tipo mononuclear e necrose de tecido conjuntivo (FERRER et al.,
1988; GIUNCHETTI et al., 2006).

No ambito da resposta imune humoral, a atividade exacerbada dos linfocitos B leva a
formacdo de grandes quantidades de imunocomplexos circulantes, que consistem em
antigenos de leishmania, imunoglobulinas G (IgG) e fragdes do complemento (LUCENA, et

al., 1994; REIS et al., 2006).
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MANCIANTI et al. (1988), baseado em exame clinico de caes naturalmente
infectados com L. infantum na Ilha de Elba, Italia, classificaram estes animais em trés formas
clinicas: assintomaticos, oligossintomaticos e sintomaticos. Os assintomaticos sao caes com
auséncia de sinais clinicos caracteristicos de infec¢ao por Leishmania; nos oligossintomaticos
ocorrem até trés dos sinais clinicos caracteristicos da infec¢do por Leishmania. Os caes
sintomdticos sdo aqueles que apresentam mais de trés sinais clinicos caracteristicos da
infeccdo, entre eles alopecia, dermatite furfurdcea, ulceras, hiperqueratose, onicogrifose,
emagrecimento, ceratoconjuntivite, adenopatia linfoéide, opacificacio das corneas e
opacificacdo do pélo.

O percentual de cdes assintomaticos em uma darea endémica tem importante
implicacdo na saude publica, pois mesmo assintomaticos sdo fonte de infec¢do para os
flebotomineos e assim apresentam papel ativo na cadeia de transmissao da doenga (MOLINA
et al., 1994).

A infectividade da L. chagasi depende da viruléncia da cepa, da abundancia de
reservatorios do parasito na area de insetos vetores especificos, bem como a susceptibilidade
de hospedeiros. A susceptibilidade a infeccdo por L. chagasi foi estudada em diversas
linhagens de hamster, concluindo-se que a resisténcia ao parasitismo ¢ geneticamente
determinada (BRADLEY et al., 1979). ALTET et al. (2002) descreveram um gene de
resisténcia de macroéfago denominado MRAMP 1 em caes portadores de LVC. Entretanto, os
mecanismos de resisténcia ou susceptibilidade ainda nao foram completamente esclarecidos,
principalmente considerando o envolvimento de eventos imunoldgicos individuais.

Os trabalhos sobre a infec¢do canina por parasitos do género Leishmania abordam em
sua maioria basicamente dois aspectos: o cao como modelo experimental para o estudo da LV
e investigagdes inerentes ao cao como hospedeiro/reservatorio visando o desenvolvimento de
programas de controle da LV (ABRANCHES et al, 1991; DEPLAZES et al., 1995;
HOMMEL et al., 1995; SANTOS-GOMES et al., 2000).

Os programas que buscam o desenvolvimento de medidas profilaticas e de controle
para as doengas parasitarias baseiam-se, geralmente, nas condi¢des epidemioldgicas em que
as mesmas se desenvolvem. O Brasil ¢ o unico pais endémico para LV que regularmente
conduz um programa epidemioldgico e profilatico no combate a doengca (PALATNIK-DE-
SOUZA et al., 2001). O programa brasileiro de controle da LV é composto de trés medidas:
diagnostico e tratamento dos casos humanos, borrifagdo com inseticidas para eliminacao do
vetor e identificacdo e eliminacdo dos caes infectados (MS, 2006). A recomendacgdo de
sacrificio dos cdes estd respaldada na consideracdo de que o cdo ¢ um importante reservatorio

da doenga para o homem e na demonstracdo de que a doenca canina precede a doenga
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humana, sendo a primeira um dos responsaveis pelo avango tanto espacial como temporal da
segunda (ALVES et al., 2004). Na epidemia de LV, em Belo Horizonte, essa associagdo foi
demonstrada por OLIVEIRA et al. (2001). Entretanto, o sacrificio dos animais soropositivos
provoca profundo impacto e indignagao dos proprietarios, em face ao papel que o cao
representa na sociedade atual, ndo s6 no valor afetivo como também zootécnico além da
pratica de seguranca da populagdo. Segundo COSTA et al. (2001) a eliminagdo dos caes
domésticos apresenta 0 menos importante suporte técnico cientifico entre as trés estratégias de
controle devido: a falta de correlacdo espacial entre a incidéncia cumulativa de LV ¢ a
soroprevaléncia canina (MAGUIRE et al., 1997), a pouca eficiéncia da eliminagdo de caes
quando comparada as estratégias de controle vetorial e de suplementacdo alimentar na
infancia (DYE, 1996; NASCIMENTO, 1996), a velocidade de reposi¢cao da populagdo canina
(BRAGA et al., 1998) e a baixa eficiéncia dos testes sorologicos utilizados em inquéritos
caninos (DYE et al., 1993).

Uma alternativa para evitar a eutandsia dos animais acometidos pela LVC seria a
busca de medidas terapéuticas ou imunoprofilaticas (GENARO et al., 1993; MARZOCHI et
al., 1985).

O emprego de medidas terapéuticas teria como finalidade a recuperagdo dos caes
infectados o que poderia auxiliar no controle profilatico da infeccdo humana (ALENCAR,
1959). O tratamento dos cdes com LVC pode ser considerado em diferentes pontos de vista.
Para os clinicos veterinarios, o sucesso na terapia consiste em supressao dos sinais clinicos da
doenca. Para os parasitologistas, na cura do cdo e na eliminagdo dos parasitos do organismo
do animal (BANETH & SHAW, 2002). Por outro lado, segundo os imunologistas, o
decréscimo dos titulos de anticorpos e o restabelecimento da imunidade celular especifica
significam uma boa resposta terapéutica (GUARGA ef al., 2002). Por fim devemos também
considerar a visdo dos epidemiologistas que pensam que o tratamento dos cdes deveriam
impedir a infec¢do para os insetos vetores (ALVAR et al., 2004). Os protocolos terapéuticos
comumente empregados no tratamento da LVC apresentam resultados controversos. Assim,
MORENO et al. (1999) questionam se o tratamento canino leva a cura parasitologica ou
apenas uma melhora do estado clinico e imunologico.

Diversos autores demonstraram que os tratamentos através de drogas comercialmente
utilizadas com eficacia em humanos, os antimoniais, apresentam baixa eficacia em produzir
cura parasitoldgica no cao (DEPLAZES et al., 1992; MORITZ et al., 1999; RIEIRA et al.,
1999). Segundo MARZOCHI et al. (1985), esse fato poderia ser explicado em parte pela alta
excrecdo renal do antimoénio, por diferente metabolismo desta droga no figado ou também por

uma resposta imune ndo usual nos animais infectados. A associacdo do alopurinol ao
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antimonial demonstrou uma potencializacdo da remissdo dos sinais clinicos, mas ndo foi
capaz de proporcionar cura parasitologica (MARTINEZ et al., 1988; ALVAR et al., 1994;
FERRER et al., 1995, BENETH & SHAW, 2002). Cabe ressaltar que a indugdo de tolerancia,
a toxicidade e o elevado custo dos farmacos também constituem limitacdes sérias para o
tratamento da LVC (GRAMICCIA., 1992).

Sendo assim, o tratamento da LVC ainda constitui um desafio para a ciéncia,
estimulando diversos grupos de pesquisa nesta area de estudo.

Considerando que a pratica quimioterapica na LVC ¢ ainda ineficaz a WHO nao
recomenda e atualmente o MS condena o uso de antimoniais e de outras drogas usadas na
quimioterapia humana para o tratamento da LVC. Considerando ainda que na profilaxia da
LV as medidas antivetoriais sdo pouco eficientes, a aplicagdo de medidas imunoprofilaticas
apresenta-se como importante fator a ser considerado para controlar a infeccao canina. Para
MARZOCHI et al. (1985), a possibilidade de aplicagdo de uma vacina para o controle da
LVC seria uma importante medida sanitaria, economicamente viavel, uma vez que tal vacina
poderia ser aplicada juntamente com a vacina anti-rabica, cujo programa no Brasil tem sido
bem sucedido. Segundo DUNAN et al. (1989), no caso da LVC, a imunoprofilaxia apresenta
como uma das Unicas alternativas para o controle da infec¢@o canina. Alguns estudos ja foram
realizados visando o desenvolvimento de vacinas anti-LVC, porém, estes apresentaram
resultados controversos ou pouco conclusivos, o que tem incentivado a busca de novos
imundgenos que possam proporcionar uma intervengao vacinal eficaz para o controle da
LVC.

Os imunobioldgicos empregados em intervencdes vacinais anti-LVC podem ser
agrupados em trés classes, que representam diferentes geragdes de antigenos vacinais no que
se refere ao processo de producdo. A primeira geracao, que se inicia com os primeiros estudos
de vacinagdo contra a leishmaniose cutdnea humana por SALLES-GOMES (1939) e PESSOA
et al. (1940) e se estende até os dias atuais, baseia-se na utilizacdo de preparacdes antigénicas
tipicamente constituidas por antigenos brutos, obtidos por meio de técnicas de atenuagao ou
fixacdo dos agentes etiologicos de interesse. A partir dos anos 90, com o avango das técnicas
de biologia molecular comegaram a surgir os primeiros candidatos constituidos por
subunidades definidas, denominados antigenos recombinantes que marcariam a segunda
geracdo de vacinas juntamente com antigenos purificados de subunidades protéicas ou
glicoprotéicas. Segundo SANTOS et al. (2002), as vacinas de segunda geracao incluiram
ainda, bactérias ou virus recombinantes que carreariam genes que codificariam antigenos de
Leishmania, além de utilizacdo de vacinas vivas, com Leishmania geneticamente modificada,

e que causaria infec¢do abortiva no homem (CRUZ et al., 1991). No final dos anos 90, com o
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avanco dos estudos do genoma de diferentes agentes infecciosos, comegaram a surgir vacinas
de terceira geragdo (vacinas de DNA), constituidas de genes que codificariam antigenos
protetores, clonados em vetores contendo promotores eucarioticos que se apresentam com
aplicacdo promissora no controle de diversas infec¢oes (XU et al.,1994; ULMER et al., 1996;
HANDMAN et al., 2000).

Os estudos empregando candidatos a vacina para leishmaniose no ambito dos
imunobioldgicos de primeira geracdo tém mostrado resultados importantes. Na Europa, foi
desenvolvida uma vacina, constituida de uma preparagdo parcialmente purificada e liofilizada
derivada de L. infantum, que quando aplicada em modelo experimental murino foi capaz de
proteger os camundongos contra um desafio com L. mexicana e L. major (MONJOUR et al.,
1985; FROMMEL et al., 1988), entretanto ao ser empregado em caes falhou no quesito
protecdo. Dentre inimeros trabalhos que buscam o desenvolvimento de uma vacina de
primeira gerag¢do contra a LVC, no Brasil MAYRINK et al (1996). realizaram um estudo no
qual os caes, mantidos em canil, foram imunizados com antigeno bruto sonicado de L.
braziliensis, associado ao BCG (Bacillus Calmette-Guérin) como adjuvante. Os animais
foram posteriormente desafiados com L. chagasi. Ficou demonstrado neste estudo que os caes
que receberam vacina constituida de L. braziliensis tornaram-se protegidos contra desafio
com cepa heterdloga de L. chagasi. Estes resultados estimularam a realizagdo de dois ensaios
vacinais em populacao de caes no municipio de Montes Claros, MG, onde a LV ¢ endémica.
No estudo de campo foi observado, através de ensaios de linfoproliferagdo in vitro, que o
desenvolvimento da LVC estava associado a inabilidade de montar uma resposta
linfoproliferativa in vitro a antigenos de Leishmania.

Recentemente o laboratorio Fort Dodge® adquiriu a patente de uma vacina de segunda
geracio contra a LVC, denominada Leishmune®; sendo esta ja licenciada pelo Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, disponivel para comercializacdo em clinicas
veterinarias, com perspectiva de constituir ferramenta eficaz para o controle da LVC. A
Leishmune® foi desenvolvida pelo grupo de pesquisas da Dr”. Clarissa Palatnik de Sousa,
pesquisadora da Universidade Federal do Rio de Janeiro. Esta vacina ¢ composta pelo
antigeno complexo glicoprotéico ligante de fucose ¢ manose (FML) de L. donovani e o
adjuvante saponina. Em 1996 comegaram os ensaios para avaliar a eficacia da vacina na éarea
endémica de Sdo Gongalo do Amaranto-RN (estudos de fase III). Apos dois anos, 33% dos
animais controles desenvolveram sinais clinicos de leishmaniose visceral ou doenca fatal,
enquanto apenas 8% dos cdes vacinados mostraram sinais moderados da enfermidade, sem
nenhum registro de Obito neste grupo. Estes resultados mostraram 92% de protecdo contra a

LVC no grupo vacinado, o que correspondeu a 76% de eficacia vacinal (DA SILVA et al.,
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2001). Os resultados obtidos e publicados, até o momento, colocam a Leishmune® como a
primeira vacina mundial que promove longo e significativo efeito protetor em caes, contra a
LVC. Essa vacina foi apresentada a comunidade médico veterinaria ¢ a sociedade em geral,
durante o XXIV Congresso Brasileiro da Anclivepa, em Belo Horizonte, em agosto de 2003.
Considerada atualmente como a grande esperanga da comunidade de clinicos veterindrios e
proprietarios de cdes quanto ao uso desta nova ferramenta para a prevengdo e controle da
doenga canina ¢ humana. Embora os trabalhos tenham demonstrado eficacia vacinal da
Leishmune®, com altos indices de protecdo, ainda sdo escassos os estudos que abordam os
eventos imunoldgicos pos-vacinais importantes para o estabelecimento de critérios de
identificacdo dos cdes imunizados.

Nesse contexto, varios grupos de pesquisa tém se empenhado em desenvolver outros
imunobioloégicos anti-LVC. GIUNCHETTI et al. (2007) e GIUNCHETTI et al., (2008)
demonstraram forte resposta imunogénica de duas novas vacinas (LBSap e LBSapSal) a
primeira composta por antigenos de proteinas provenientes de L. braziliensis associado a
saponina ¢ a segunda por proteinas de L. braziliensis, extrato de glandula salivar de L.
longipalpis e o adjuvante saponina. Embora outros estudos sejam necessarios, os resultados
desse trabalho apontam o potencial dessas vacinas como candidatas a imunoprofilaxia anti-
LVC.

Uma vez que as agdes profilaticas indicadas para o controle da LV no Brasil
recomendam a detec¢do e eliminacao de caes sorologicamente positivos, a soroconversao pos-
vacinal traria um agravamento para a indicagdo da eutandsia de caes soropositivos, a qual vem
sendo extremamente questionada por especialistas da area. Considerando a baixa eficiéncia
dos métodos soroldgicos convencionais em discriminar a infeccdo ativa da soroconversao
pos-vacinal, a eutanasia dos caes soropositivos ¢ motivo de grande indignagdo da sociedade.
Nesse contexto, um resultado soroldgico positivo pelos métodos convencionais ndo garantiria
infeccdo por L. chagasi, tendo em vista que a soropositividade em métodos convencionais
poderia ser inerente tanto de infec¢do ativa quanto da intervengdo vacinal com a Leishmune®
(ANDRADE et al., 2007; 2008).

Para o diagnodstico da LVC, as suspeitas iniciais baseiam-se na presenca de sinais e
clinicos, muitas vezes inespecificos, comuns a outras infeccdes caninas (FERRER, 1995).
Além disso, grande nimero de animais infectados ndo apresenta qualquer alteracdo clinica
(MANCIANTTI et al., 1986; BRANDONISIO et al., 1992), o que compromete o diagndstico
clinico.

O diagnostico conclusivo depende do achado do parasito, seja pela demonstracdo

direta em laminas fixadas, apds cultivo em meios artificiais ou pela detec¢do do DNA do
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parasito nos tecidos alvos do parasito, como figado, baco, linfonodos, medula dssea e pele. A
imunohistoquimica para identificacdo especifica de amastigotas do parasito (FERRER et al.,
1988; TAFURI et al., 2004) e a reagdao da polimerase em cadeia para a deteccao de DNA
(HARRIS et al., 1998) de Leishmania tem sido usados e considerados de alta sensibilidade.

O diagnéstico parasitologico, embora seja um método de certeza, apresenta varias
desvantagens, pois a pun¢do e/ou bidpsia de 6rgdos ¢ um método invasivo e traumatico,
podendo causar sérios danos para os animais (ALVAR et al., 2004). Além disso, a observacao
de parasitos torna-se mais dificil quando a carga parasitaria for baixa (ASHFORD et al.,
1995; REIS et al., 2005; REIS et al., 2006a).

Os métodos soroldgicos t€ém seu uso mais facilitado, devido, entre outros motivos, a
excessiva produgdo de anticorpos no decurso da doenca (BRAY, 1980). Sendo assim, a
deteccao de anticorpos anti-Leishmania usando técnicas sorologicas constituem ferramentas
essenciais no diagnéstico de doenga canina (DEPLAZES et al., 1995; GOSTTSTEIN et al.,
1988).

Virias técnicas podem ser utilizadas para o diagnostico sorologico da LV, tais como a
reacdo de fixagdo do complemento (HOCKMEYER et al., 1984), hemaglutinacdo direta
(HARITH et al., 1986), hemaglutinagao indireta (BRAY E LAINSON, 1967), teste de
aglutinacdo direta (DAT) (ALLAIN E KAGAN, 1975; HARITH et al., 1986), reacdo de
imunofluorescéncia indireta (RIFI) (BADARO et al, 1986), ensaio imunoenzimético
(ELISA) (BADARO et al., 1986), entre outras.

O DAT consiste em um teste simples que apresenta alto indice de concordancia com a
ELISA. Uma limitagdo dessa metodologia, entretanto, ¢ o tempo para sua execu¢ao, uma vez
que o tempo de incubacao das amostras ¢ de 18 horas (OSKAM et al., 1996; FERREIRA et
al., 2007).

A reagdo de fixacdo do complemento foi amplamente utilizada para o diagnostico da
LVC durante muito tempo, mas posteriormente substituida por técnicas mais eficazes
(COSTA et al., 1991; MICHALICK et al., 1992).

Estudos demonstraram que o western blot tem fornecido maior sensibilidade que
outras técnicas soroldgicas (AISA et al., 1998), entretanto, essa técnica requer maior
qualificacdo de profissionais e laboratorios mais sofisticados, o que limita sua utilizagdo na
rotina.

SCHALLING et al. (2004) descreveram o desenvolvimento de um teste rapido
baseado em antigeno bruto de L. infantum que apresentou desempenho comparado ao DAT.

Atualmente, no Brasil, o diagndstico sorologico para a LVC baseia-se na pesquisa de

anticorpos IgG através de métodos convencionais (RIFI e ELISA-antigeno bruto). A RIFI tem
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sido considerada rapida e pratica, porém as variacdes de sensibilidade podem ocasionar uma
baixa estimativa do niimero de casos devido a grande quantidade de falsos negativos
(BERRAHAL et al., 1996; ALVAR et al., 2004) dificultando o diagndstico de caes positivos
em estagios iniciais da doenca, subestimando a taxa de infec¢ao por Leishmania na populagao
canina de areas endémicas. Embora estudos tenham demonstrado que o ELISA seja uma
técnica mais sensivel, sua especificidade depende do antigeno empregado (BADARO et al.,
1986; MANCIANTI et al., 1996). A utilizagdao de antigenos recombinantes (K39 e K26) tem
aumentado consideravelmente a especificidade dessa técnica (BURNS er al., 1993;
SCALONE et al., 2002; CARVALHO et al., 2003; ROSARIO et al., 2005), entretanto
reagdes cruzadas ainda podem ocorrer (BADARO et al., 1996).

Segundo LIRA et al. (2006) a RIFI (Biomanguinhos/FIOCRUZ) apresentou
sensibilidade de 68% e especificidade de 87.5% e o ELISA (Biomanguinhos/FIOCRUZ)
sensibilidade de 72% e especificidade de 75%, mas o desempenho de ambos os testes ndo
apresentou diferenca estatistica. Esses autores sugerem que as técnicas deveriam ser utilizadas
em conjunto para reduzir o numero de resultados falso negativos.

Cabe ressaltar que o RIFI e ELISA, além de apresentarem limitagdes de eficiéncia na
detec¢do de reatividade em cdes que possuem baixos titulos de anticorpos, na maioria das
vezes caes assintomaticos (BRITO et al., 2000; CHIARI et al., 1973a; CHIARI et al., 1973b;
GARCIA-GONZALEZ et al., 1990; MOLL et al., 1996; VALLI et al., 1999; WALTON et
al., 1972), também sdo incapazes de discriminar a reatividade soroldgica de caes infectados
daquela observada em animais vacinados com a Leishmune® (ANDRADE et al., 2007).

Nesse panorama atual, torna-se extremamente importante o desenvolvimento e a
disponibiliza¢dao de técnicas alternativas com elevada especificidade e sensibilidade capazes
de fornecer um diagnostico diferencial mais confiavel, que possibilite discriminar caes
infectados de animais vacinados.

Um ponto importante consiste na avaliacdo correta de um novo teste diagnostico, que
constitui um tema de interesse da investigacdo clinica e epidemiologica. A validade de um
teste refere-se a quanto, em termos individuais, um teste ¢ util para diagnosticar um evento.
Para avaliar um novo teste muitos indices podem ser utilizados, tais como: sensibilidade,
especificidade, valores preditivos do teste, acuracia, indice J de Youden, razdes de
verossimilhanga entre outros. A analise desses indices ¢ extremamente importante para avaliar
a utilidade clinica do teste.

Portanto, considerando a abordagem acima, o objetivo desse trabalho foi propor

inovagdes metodoldgicas para o diagndstico sorologico da LVC. Acredita-se que essa
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proposta além de pertinente, poderd representar importante instrumento para os Orgaos

responsaveis pelo controle da LV no Brasil.
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4.1. Animais Experimentais

Neste trabalho foram utilizados soros de caes (Canis familiaris), ndo infectados,
naturalmente infectados com L. chagasi portadores de diferentes formas clinicas da doenga,
vacinados com Leishmune® e outros imunobiolégicos candidatos a imunoprofilaxia contra
LVC e infectados com outros patégenos caninos. A seguir estes grupos serdo descritos

detalhadamente.

Caes Nao infectados (NI)

Foram utilizados 25 cdes de ambos os sexos, adultos, com idade variando entre dois a
seis anos, sem raca definida apresentando exames soroldgicos (RIFI e ELISA) e
parasitologico (pesquisa de amastigotas em esfregacos por aposi¢do de tecidos em lamina
corada pelo Giemsa) negativos para LVC. Esses caes foram nascidos, criados e mantidos no
canil do Laboratério de Leishmanioses do departamento de Parasitologia ICB-UFMG. Antes
da chegada dos animais, as celas foram submetidas ao “vazio sanitdrio”, que consistiu na
desinfeccdo das mesmas através de lavagens com solucdo de hipoclorito a 1%. Foi mantida
inspecao periddica do ambiente externo e desinsetizagdo trimestral com piretroide (k-otrine)
para impossibilitar a presenga de flebotomineos. Os animais foram submetidos a coleta de
fezes para o diagnostico de infec¢des por protozooses ou helmintiases intestinais. Em seguida,
receberam tratamento anti-helmintico de largo espectro (Endal Plus®), composto de febantel,
palmoato de pirantel e praziquantel, além de banho com inseticida de agdo ectoparasitaria
(Butox®, Quimio). Posteriormente foram identificados em fichas, conforme suas
caracteristicas fisicas (sexo, tamanho, cor, pelagem, etc.), numerados e mantidos em
quarentena. Durante este periodo os cades foram vistoriados diariamente e examinados
semanalmente e apos 15 dias foi realizado novo exame coproparasitologico, para
certificarmos da eficacia do tratamento anti-helmintico, bem como anélise ectoscopica, para
avaliar a eficiéncia da a¢@o do inseticida. Os animais foram mantidos no canil do ICB/UFMG,
com 4gua potavel e ragio balanceada (Kinus® - Braswey-SA), fornecida pela “ad libitum”.
Estes animais fizeram parte da Tese de Doutorado do Prof. Alexandre Barbosa Reis (Reis,
2001) e de Mestrado de Alcina Vieira de Carvalho Neta e os soros fazem parte da soroteca de
cdes nao infectados do Laboratério de Biomarcadores de Diagndstico e Monitoragdo do

CPqRR/FIOCRUZ.
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Caes infectados (INF)

Foram selecionados 64 caes de ambos os sexos, adultos, com idade variando entre dois
a seis anos, sem raca definida apresentando exames soroldgicos (RIFI) e parasitologico
(pesquisa de parasito em lamina) positivos para LVC. Foram cedidos pelo Centro de
Zoonoses da Prefeitura Municipal de Belo Horizonte — MG e mantidos no canil do
Laboratério de Leishmanioses do departamento de Parasitologia ICB-UFMG. Foram
submetidos aos mesmos protocolos de tratamento descrito anteriormente para os animais nao
infectados. Concluida a quarentena, os caes foram entdo classificados clinicamente de acordo
com a auséncia ou presenca de sinais da infeccdo, em assintomaticos (n=17),
oligossintomaticos (n=22) ou sintomaticos (n=25), segundo MANCIANTI et al., 1989. Estes
animais fizeram parte da Tese de Doutorado do Prof. Alexandre Barbosa Reis (Reis, 2001) e
de Mestrado de Alcina Vieira de Carvalho Neta e os soros fazem parte da soroteca de caes
infectados com L. chagasi do Laboratorio de Biomarcadores de Diagndstico e Monitoragao

do CPqRR/FIOCRUZ.

Cies vacinados com Leishmune® (VAC)

Foram utilizados 21 caes da raca Pastor Alemao de ambos os sexos, com idade entre
18 e 60 meses, apresentando exames sorologicos (RIFI e ELISA) negativos para LVC. Os
animais pertencem ao plantel do canil da Policia Militar de Minas Gerais — 4* Companhia de
Policiamento com cdes de Belo Horizonte / MG.

Os caes foram mantidos em baias individuais com agua potavel e racdo balanceada
(Purina®) “ad libitum” e assepsia didria, sendo aplicada em todas as baias borrifagdo de
solugdo de hipoclorito de s6dio a 1%. Rotineiramente os animais receberam banhos com
sabonete e xampu.

Os caes foram submetidos a exame coproparasitologico pelo método de sedimentacdo
espontanea (HPJ) para o diagnéstico de protozooses ou helmintoses intestinais e, ainda, coleta
de sangue para triagem sorologica (RIFI) para o diagndstico de leishmaniose e babesiose. Os
animais foram submetidos ao tratamento com anti-helmintico de largo espectro composto de
palmoato de pirantel e praziquantel. Para obter uma agdo anti-ectoparasitaria, os animais
foram tratados com o piretroide cipermetrina. Todos os caes foram também vacinados contra
parvovirose, cinomose, adenovirus, hepatite, adenovirus tipo 2, parainfluenza, coronavirose e

leptospirose canina (Recombitek™ - Merial, Inc - USA). Além disso, todos os animais
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receberam vacina Pneumodog® (Merial, Inc - USA) contra tosse canina e vacina Rabisin-i
(Merial, Inc - USA) anti-rabica.

Anterior a vacinagio com Leishmune® foram realizados hemogramas e testes
sorologicos através da RIFI e ELISA para leishmaniose, utilizando Kits produzidos por
BioManguinhos-Fiocruz, sendo soro-negativos para LVC, todos os animais que participaram
do estudo. Os cies foram submetidos a vacinagio com a Leishmune®, desenvolvida pela Dr,
Clarissa Palatnik e colaboradores da UFRJ e atualmente comercializada pela Fort Dodge®
(Campinas - SP / Brasil). Esta vacina ¢ apresentada na forma de uma fracao liofilizada e uma
fracao liquida que foram misturadas no momento do uso. Apds homogeneizacao das fragdes o
produto foi administrado em doses de 1mL via subcutanea, sendo aplicada em trés doses com
intervalo de 21 dias entre cada dose, como recomendado pelo fabricante.

Foram utilizados também 41 caes, sem raga e sexo definidos, provenientes de
Campinas, Sao Paulo, submetidos ao mesmo protocolo vacinal Leishmune®, descrito

anteriormente gentilmente cedidos pela Dra Ingrid Menz da Fort Dodge®.

Caes vacinados experimentalmente com vacinas ndo comercializadas

Foram utilizados 20 caes sem raca definida, com idade média de sete meses, de ambos
os sexos, mantidos no canil da Universidade Federal de Ouro Preto submetidos aos mesmos
protocolos de tratamento descrito anteriormente para os animais nao infectados. Os caes
foram distribuidos nos seguintes grupos:

- Grupo imunizado com antigeno vacinal de L. braziliensis (LB): formado por cinco
caes (trés machos e duas fémeas). Cada cdo recebeu trés aplicacdes subcutaneas de 600 pg de
antigeno/dose, diluido em ImL de solucao salina estéril a 0,85%, em intervalos de trinta dias.

- Grupo imunizado com antigeno vacinal de L. braziliensis associado ao adjuvante
saponina (LB+SAP): formado por cinco caes (trés machos e duas fémeas). Cada cdo recebeu
trés aplicagdes subcutaneas de 600ug de antigeno/dose associado ao adjuvante, Img
saponina/dose, diluidos em 1mL de solugdo salina estéril a 0,85%, em intervalos de trinta
dias.

- Grupo imunizado com antigeno vacinal de L. braziliensis associado ao antigeno de
saliva de L. longipalpis (LB+SAL): formado por cinco cades (trés machos e duas fémeas).
Cada cao recebeu trés aplicagdes subcutaneas de 600ug de antigeno/dose associado ao
antigeno composto por cinco 4cinos de extrato de glandula salivar/dose, diluidos em ImL de

solucdo salina estéril a 0,85%, em intervalos de trinta dias.
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- Grupo imunizado com antigeno vacinal de L. braziliensis associado ao adjuvante
saponina e ao co-adjuvante saliva de L. longipalpis (LB+SAP+SAL): formado por cinco caes
(trés machos e duas fémeas). Cada cdo recebeu trés aplicacdes subcutaneas de 600ug de
antigeno/dose associado ao adjuvante, 1mg saponina/dose, diluidos em 1mL de solucao salina
estéril a 0,85%, em intervalos de trinta dias.

Cabe ressaltar que a obtengdo do antigeno vacinal bem como a preparagdo das vacinas
descritas acima  foram realizados por pesquisadores do  Laboratorio de
Imunopatologia/NUPEB da Universidade Federal de Ouro Preto, descritos por
(GIUNCHETTI et al., 2007) sob supervisao do Prof. Alexandre Barbosa Reis.

Foram utilizados também 12 cdes da raca Pastor Alemdo de ambos os sexos, com
idade entre 18 e 60 meses, apresentando exames soroldgicos (RIFI e ELISA) negativos para
LVC. Os animais pertencem ao plantel da Policia Militar de Minas Gerais e foram submetidos
aos mesmos tratamentos descritos anteriormente para os cies vacinados com Leishmune®.
Esses animais foram vacinados com a vacina composta pela cepa L. amazonensis
(IFLA/BR/1967/PH8) associada ao adjuvante o BCG (Bacilo Calmette-Guérin, cepa Moreau
Rio de Janeiro (LA+BCG). Essa vacina foi produzida pelo Laboratério de Leishmanioses da
Universidade Federal de Minas Gerais e o protocolo vacinal consistiu no seguinte esquema:
os caes receberam na 1° dose 0,6mL da vacina (360ug de proteina) mais 400ug de BCG, na
segunda dose, a mesma concentracdo da vacina mais 300pug BCG e na 3° dose, novamente a
mesma dose da vacina associada a 200pg de BCG. As doses foram aplicadas via subcutanea e

tiveram intervalos de 21 dias entre elas.

Caes infectados com outros patogenos

Foram utilizados cdes experimentalmente infectados, sem raca definida, idade
variavel, ambos os sexos, com Erlichia. canis (Ec=4) e Toxoplasma. gondii (Tg=5),
provenientes do canil da Escola de Veterinaria da Universidade Federal de Minas Gerais; caes
experimentalmente infectados com Trypanosoma. cruzi (Tc=7), sem raca definida, idade
variavel, ambos os sexos provenientes do canil da Universidade Federal de Ouro Preto e caes
naturalmente infectados com Leishmania. braziliensis (Lb=6), sem raca definida, idade

variavel, ambos os sexos provenientes do Rio de Janeiro.

4.2. Procedimento de Bioética
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Conforme a aprovagdo do Comité de Etica em Experimentagio Animal da UFMG
(CETEA), com nimero de protocolo 08/02 (Anexo A), e em concordancia com a Lei n°.
6.638, de 8 de maio de 1979, que estabelece normas praticas Didatico-Cientificas de conduta
de pesquisa em animais, o material bioldgico foi coletado. O sangue periférico foi colhido da
veia cefalica ou jugular. Todo procedimento foi realizado apds desinfec¢cdo do local e assepsia

com alcool 1odado a 70%.

4.3. Pesquisa de Leishmania em Laminas Coradas

Para a pesquisa dos parasitos em cdes NI e INF foram confeccionados esfregagos de
medula 6ssea em lamina, sendo essas amostras fixadas por metanol e coradas pelo método de
Giemsa, para posterior leitura em microscopio otico de luz (aumento de 100X). A leitura das
laminas foi realizada por trés observadores de forma independente os quais observaram os
campos da lamina até que fosse encontrada uma forma amastigota de L. chagasi.
Independentemente da variabilidade encontrada entre os analistas, foram consideradas
positivas as laminas em que pelo menos um dos analistas observou a presenga do parasito

intra ou extracelular.

4.4. Reagao de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI)

Na Reagado de Imunofluorescéncia Indireta foi utilizado o kit comercial fornecido por Bio-
Manguinhos (FIOCRUZ/RJ) para diagndstico da leishmaniose visceral canina. As reacgdes
foram realizadas no Laboratorio de Leishmanioses do Centro de Pesquisas René Rachou
FIOCRUZ, seguindo recomendag¢des do fabricante conforme procedimentos descritos abaixo.

Para o procedimento da RIFI, laminas foram preparadas, depositando-se 10uL de antigeno
de Leishmania sobre as areas demarcadas. Em seguida retirou-se todo o excesso de liquido
deixando-se apenas uma pelicula de antigeno recobrindo a area. Procedeu-se a secagem em
estufa a temperatura de 37°C e o material foi estocado a —20°C até o momento do uso. Foram
realizadas dilui¢des seriadas do soro (1:40 a 1:640) em tampao fosfato salino pH 7,4 (PBS) e,
em seguida 10pL de cada dilui¢do foram transferidos para os respectivos compartimentos das
laminas. Em seguida, as laminas foram incubadas a 37°C por 30 minutos em camara umida.
ApOs a incubacao, as laminas foram lavadas duas vezes, sendo submetidas a incubacao de 10
minutos em PBS durante cada etapa de lavagem.

Ap0s a secagem, as ldminas foram recobertas com conjugado anti-IgG canino marcado

com isotiocianato de fluoresceina (FITC), diluido 1:100 em PBS contendo azul de Evans, e
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submetidas @ nova incubagdo em camara Umida a 37°C durante 30 minutos. Apds a
incubac¢do, as laminas foram lavadas duas vezes, sendo submetidas a incuba¢do de 10 minutos
em PBS durante cada etapa de lavagem. Em seguida, as laminas foram lavadas uma vez,
sendo submetidas a incubacdo de 10 minutos agua destilada. Apos a secagem a temperatura
ambiente, as laminas foram montadas com glicerina tamponada e cobertas com laminula para
observagdo ao microscopio de fluorescéncia com objetiva de 40X. Os resultados foram
expressos como positivos até a ultima diluigdo em que se observou a fluorescéncia do
parasito. Com base nas normas do Ministério da Satde do Brasil, todos os caes que

apresentaram titulos iguais ou superiores a 1:40 foram considerados positivos.

4.5. Ensaio Imunoenzimatico (ELISA)

Para realizacdo do ensaio imunoenzimatico (ELISA) foi utilizado o kit comercial
fornecido por Bio-Manguinhos (FIOCRUZ/RJ) para diagndstico da leishmaniose visceral
canina.

Este ensaio consistiu na reacdo de soros de cdes com antigenos soltuveis e purificados
de Leishmania major like obtidos a partir de cultura “in vitro”, previamente adsorvidos nas
cavidades de microplacas (fase solida). Para realizacdo do teste, os soros controle, assim
como as amostras a serem estudadas foram diluidos na concentra¢do de 1:100. Em seguida
foram adicionados os soros controle do teste, e as amostras aos seus respectivos orificios da
placa. A reagdo ocorreu a partir da ligagdo dos anticorpos especificos presentes no soro aos
antigenos adsorvidos na placa. Foram realizadas seis lavagens consecutivas com o tampao de
lavagem para retirada do excesso de anticorpos que nao se ligaram a placa. Na etapa seguinte,
foi adicionado um anticorpo anti-globulina de cdao, marcado com peroxidase, para revelar a
ligacdo dos anticorpos do soro teste aos antigenos adsorvidos a placa. Para a revelagdo da
reacdo, utilizou-se uma substincia cromoégena (tetrametilbenzidina) que pela agdo com o
peroxido de hidrogénio forma um composto de coloragdo azul turqueza. Ao adicionar o acido
sulftrico, que tem a funcdo de interromper a reagdo, as amostras testadas que se manifestaram
positivas apresentaram coloragdo amarela. Nas cavidades em que os soros testados nao
apresentaram anticorpos especificos, nao houve desenvolvimento de cor, o que caracterizou
reacdo negativa. Os resultados dos ensaios de ELISA foram inicialmente expressos como
absorbancias das leituras realizadas em cada reagdo e ao final analisados como positivo ou
negativo, em funcdo do célculo do ponto de corte e da faixa cinza preconizado pelo Kit

comercial.
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4.6. Kalazar Detect®

Foi utilizado o teste Kalazar Detect® (InBios International, USA), que consiste em
uma imunocromatografia qualitativa para detecgdo de anticorpos contra parasitos do
complexo L. donovani (anti-K39). Foi realizado conforme as instru¢des do fabricante e os
resultados foram considerados positivos quando havia a presenca de 2 faixas coloridas na fita
do teste e negativo quando era detectada coloragdo apenas na regido do controle interno do

teste.

4.7. Cultivo das Formas Promastigotas de Leishmania chagasi

As formas promastigotas de L. chagasi criopreservadas em nitrogénio liquido foram
descongeladas e inoculadas em meio NNN/LIT. Foram feitos trés repiques (renovagdes
celulares) consecutivos, a cada 4 dias, sendo a curva de crescimento iniciada a partir do
terceiro repique.

As formas promastigotas foram cultivadas em erlenmeyers contendo meio agar-
sangue, Novy-MacNeal-Nicolle — NNN* (NOVY & MACNEAL, 1903; NICOLLE, 1908),
associado ao meio liquido complexo liver infusion tryptose — LIT" (CAMARGO, 1964),
conhecido como meio NNN-LIT, sendo SmL de NNN e 6mL de meio LIT. As culturas foram
mantidas em estufa B.O.D (modelo 347) a temperatura de 24 + 1°C, durante o periodo de
quatro dias. A cada quatro dias as culturas foram examinadas quanto a motilidade, morfologia
e auséncia de contaminagio e os parasitos foram re-inoculados pela transferéncia de 1x 10°
promastigotas/mL para um novo erlenmeyer contendo NNN-LIT, sendo SmL de NNN e 6mL
de meio LIT. Este procedimento foi repetido a cada quatro dias para manutengao de culturas
em fase logaritimica. As culturas de quatro dias de cultivo em meio NNN-LIT foram também
utilizadas para o inoculo de parasitos (1 x 10° promastigotas/mL) para um erlenmeyer
contendo 10mL de meio LIT. Os parasitos foram incubados no meio contendo apenas LIT por
um periodo de 8 dias de cultivo para serem utilizados nos ensaios de citometria de fluxo. De
uma cepa descongelada até sua inoculacdo final em meio LIT foram realizados pelo menos
trés repiques em meio NNN-LIT, a cada 4 dias. O inoculo proveniente de uma cultura em
NNN-LIT na fase logaritimica (4 dias) de crescimento apresentava no maximo 10 passagens
in vitro, para permitir a obten¢do das formas promastigotas morfologicamente semelhantes,
com um perfil de tamanho e granulosidade mais homogéneo, além de garantir a composi¢ao

antigénica dos parasitos, considerando as possiveis alteragdes inerentes ao processo de cultivo
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prolongado in vitro. Periodicamente, a cepa MHOM/BR/1972/BH46 foi inoculada em
hamster para a obtencdo de um novo isolado.

*Meio NNN: 14,0g/L de Agar (Oxo0id®), 6,0g/L NaCl (Synth®), 15% de sangue desfribinado
de coelho.

*Meio LIT: 5,0g/L de infuso de figado (Difco), 5,0g/L de triptose (Difco), 4,0g/L de NaCl
(Synth®), 0,4g/L de KCI (Synth), 8,0g/L de Na,HPO, (Synth™), 2,0¢/L de glicose (Sigma®),
0,01g/L de hemina (Sigma™), 100mL de soro fetal bovino-SFB (Sigma™), sendo o pH do meio
ajustado para 7,2 com HCI (Merck™).

4.8. Preparo das Formas Promastigotas de Leishmania chagasi

Os parasitos, em 8 dias de cultivo em LIT foram transferidos para tubos de
polipropileno de 50mL (Falcon®, Becton Dickinson, San Diego), homogeneizados em vortex
a baixa rotagdo (rotagdo 3) para desfazer os grumos. Em seguida, a suspensao foi submetida a
uma centrifugacao diferencial (25°C, 200rpm por 10 minutos) para remog¢ao de contaminantes
como eritrocitos € grumos de parasitos no sedimento. Para recuperacdo dos parasitos no
sobrenadante, estes foram deixados em repouso por 10 minutos a temperatura ambiente. O
sobrenadante foi transferido para outro tubo de polipropileno de 50mL e o sedimento foi
desprezado. Em seguida os parasitos foram lavados em PBS contendo 3% de SFB, por duas
vezes, por centrifugacdo a 4°C, 2.200rpm por 10 minutos. O sedimento formado foi
homogeneizado cuidadosamente. Ao final das etapas de lavagem, procedia-se a contagem do
numero de parasitos e a suspensdo celular ajustada para aproximadamente 5x10°

promastigotas/mL.

4.9. Anticorpos Reveladores Utilizados para os Ensaios de Citometria de Fluxo

Os anticorpos reveladores utilizados para os ensaios de imunofluorescéncia por
citometria de fluxo marcados com isotiocianato de fluoresceina (FITC) foram obtidos
comercialmente da Bethyl® (Inc., Montgomery, Texas, EUA). Todos os anticorpos
reveladores bem como as amostras de soros foram diluidos em PBS-3% SFB. A relacao de
anticorpos utilizados nos ensaios, sua especificidade e procedéncia estdo detalhadas na Tabela

1. A dilui¢@o do anticorpo conjugado para uso constituiu um dos objetivos deste trabalho.
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Tabela 1 - Anticorpos utilizados nos ensaios de citometria de fluxo

Anticorpo Especificidade Origem Marcagao
AcP. anti IgM Fragmento Fc Cabra FITC
AcP. anti IgA Fragmento Fc Cabra FITC
AcP. anti IgG Fragmento Fc Carneiro FITC
AcP. anti IgG1  Fragmento Fc Cabra FITC
AcP. anti I[gG2  Fragmento Fc Carneiro FITC
AcP. Anti IgE Fragmento Fc Cabra FITC

AcP. = anticorpo policlonal. Fc = frac@o cristalizavel de imunoglobulinas.
FITC = isotiocianato de fluoresceina.

4.10. Pesquisa de Anticorpos Anti-promastigotas Fixadas de Leishmania

chagasi (AAPF)

No momento do uso, amostras de soros foram diluidas em PBS suplementado com 3%
de SFB (Sigma®, Chemical Corp., St. Louis, MO), centrifugadas a 4°C, 14.000rpm por 20
minutos e os sobrenadantes utilizados.

Os ensaios de citometria de fluxo para a pesquisa de AAPF de L. chagasi foram
realizados segundo protocolo descrito MARTINS-FILHO et al. (1995), modificado por
CORDEIRO et al. (2001) e ROCHA et al. (2002). Em placas de 96 pogos, fundo em “U”
(Linbro®, ICN Biomedicals, Inc. Aurora, Ohio), aliquotas de 50uL da suspensdo de parasitos
(5 x 10° parasitos/poco) foram incubados a 37°C por 30 minutos na presenca de 50pL do soro
diluido em PBS-3% SFB (1:128 a 1:131.072 para AAPF-IgM e IgGl; 1:1:16 a 1:32.768 para
AAPF-IgA e AAPF-IgE, 1:256 a 1:262.144 para AAPF-IgG e 1gG2). Apds incubagdo, os
parasitos foram lavados duas vezes com 150uL. de PBS-3% SFB (4°C, 2.200rpm, 10 min).
Para revelacdao da ligacdo dos anticorpos na superficie do parasito, procedeu-se a incubagao
das formas promastigotas, na presenca de S0uL de anticorpo anti-IgM, anti-IgA, anti-IgG,
anti-IgG1, anti-IgG2 ou anti-IgE canino (especifico para a por¢do Fc) marcado com
isotiocianato de fluoresceina-FITC (Bethyl®, Inc., Montgomery, Texas, EUA) em trés
diluicoes diferentes (37°C por 30 minutos) sempre ao abrigo da luz. Os parasitos foram
novamente lavados duas vezes com 150uL de PBS-3% SFB por centrifugacdo (4°C,
2.200rpm, 10 minutos) e o sobrenadante desprezado.

Ap0s a incubagdo com os anticorpos reveladores, os parasitos foram lavados e fixados

com 200uL de solugao fixadora - MFF (10g/L de paraformaldeido, 10,2g/L de cacodilato de
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sodio e 6,65g/L de cloreto de sodio, pH 7,2, Sigma Chemical Corp., St. Louis, MO). As
amostras foram mantidas pelo menos por 30 minutos, a 4°C, ao abrigo de luz, at¢ o0 momento
da leitura no citdmetro de fluxo (FACScan-Becton Dickinson, San Jose, CA, EUA). As
leituras das amostras no citdmetro de fluxo foram realizadas num periodo maximo de 24
horas apos a fixacao dos parasitos.

Para cada bateria de ensaios de imunofluorescéncia por citometria de fluxo, foi
realizado um controle interno da reacdo, no qual os parasitos foram incubados na auséncia de
soro canino, porém na presenga de reagentes secunddrios, para monitorar ligacdes
inespecificas. Em todas as baterias de testes foram incluidas amostras de soros controle

positivo e negativo para LVC.

4.11. Ensaio de Adsor¢ao de Imunoglobulina G

Para adsorcao de IgG em amostras de cdes ndo infectados e infectados com L. chagasi
foram utilizados trés diferentes reagentes: RF absorbent (Dade Behring®, Marburg, EUA),
proteina A (Sigma®, Chemical Corp., St. Louis, MO) e proteina G sepharose (Sigma®,
Chemical Corp., St. Louis, MO). No ensaio de adsor¢do de IgG utilizando o reagente RF
absorbent, 200uL. de mistura de soros provenientes do grupo de cdes NI e INF foram
incubados durante 15 minutos a 25°C com 200uL de RF absorbent solubilizado conforme
orientacdes do fabricante. Nos ensaios de adsor¢do de IgG utilizando proteina A e proteina G
sepharose, 200uL de misturas de soros provenientes do grupo de caes NI e INF, diluidos 1:16,
foram incubados durante 1 hora a 37°C, com 200pL de proteina A ou proteina G sepharose
empacotadas. As misturas de soros submetidas ao pré-tratamento foram centrifugadas a

14.000rpm, por 10 minutos a 4°C e posteriormente avaliadas por meio da AAPF-IgG .

4.12. Analise dos Dados

A citometria de fluxo ¢ uma metodologia que utiliza um sistema 6ptico eletronico, que
avalia a emissdo de fluorescéncia e a dispersdo de raios /aser incidentes sobre uma célula,
permitindo a andlise de trés parametros celulares: tamanho (FSC-Forward Scatter),
granulosidade ou complexidade interna (SSC-Side Scatter) e a emissao de fluorescéncia. A
aquisicdo dos dados foi realizada no citometro de fluxo FACScan (Becton Dickinson)
empregando o software Cell-Quest. Para cada amostra individual foram adquiridas
informagdes relativas aos parametros tamanho, granulosidade e intensidade relativa de

fluorescéncia de 5.000 parasitos. Nesse estudo foram empregados anticorpos marcados com
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FITC que, quando excitados, emitiam sinais luminosos distintos, correspondentes as
fluorescéncias do tipo 1 (FL1-fluorescéncia verde). A analise da reatividade de anticorpos
anti-formas promastigotas de L. chagasi foi feita inicialmente pela selecdo da populacao
celular de interesse (Figura 1A). Resumidamente, por se tratar de uma populagdao de pequeno
tamanho (cerca de 5-7um) e de pequena complexidade interna (tripanosomatideos) os ganhos
de voltagem para os parametros de tamanho e granulosidade foram ajustados para E00 e 300,
ambos na escala logaritmica para permitir a identificagdo do parasito em gréficos
bidimensionais do tipo FSC (tamanho) versus SSC (granulosidade). As formas promastigotas
apresentavam distribui¢do caracteristica ¢ homogénea em graficos de tamanho versus
granulosidade, o que permitiu o posicionamento de um marcador sobre a regido
correspondente (janela) a populacdo de interesse (R1). Utilizando histogramas de intensidade
de fluorescéncia em funcdo do niimero de parasitos, foi possivel analisar a intensidade de
fluorescéncia relativa apresentada pela populagao selecionada.

Os resultados das analises de fluorescéncia apresentados pelos parasitos apos
incubac¢do com soros foram expressos sob a forma de percentual de parasitos fluorescentes
positivos (PPFP) observados para cada teste individual em relagdo ao controle do conjugado.
O PPFP foi determinado para cada amostra através do estabelecimento de um limiar de
negatividade em funcdo da curva de fluorescéncia obtida para o controle da ligagao
inespecifica do conjugado (M1, Figura 1B). Para cada experimento foi estabelecido um limiar
de reatividade de no méaximo 2% de PPFP para o controle interno da reagdo (controle do
conjugado). Em seguida, empregando-se o mesmo marcador foram obtidos os valores de
PPFP para amostras individuais (Figuras 1C e D). Para cada conjunto de ensaios, um novo
marcador foi posicionado empregando-se o controle do conjugado daquele experimento. Esse
tipo de parametro oferece algumas vantagens, como facilidade e rapidez para obtencdo dos
resultados e reprodutibilidade no que se refere a dados obtidos em analises inter-laboratoriais

ou em analises realizadas repetidas vezes.
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Figura 1: Representagdo esquematica da seqiiéncia das analises dos dados obtidos por citometria de fluxo.

(A) Selegdo da populagdo de formas promastigotas de L. chagasi, utilizando-se os pardmetros de tamanho (FSC)
e granulosidade (SSC). (B) Histograma individual representando o percentual de parasitos fluorescentes
positivos (PPFP) obtidos com o controle interno da reacdo; (C) apos a incubag@o com um soro de um cao NI e
(D) apds incubagdo com um soro de um cdo INF. O posicionamento do marcador (M1) segue sempre o critério
de se obter no méaximo 2% de PPFP para o controle do conjugado.

4.13. Analise do Desempenho AAPF

4.13.1. Defini¢ao do ponto de corte

Para a obtengao dos valores de sensibilidade e especificidade da AAPF foi necessaria
a defini¢do de pontos de corte, para os referidos testes, ou seja, de um valor que permitisse
classificar os resultados de cada teste como positivo ou negativo. Dentre os diversos critérios
para se selecionar um ponto de corte, estd sempre envolvido nesse processo um contra
balanco entre a sensibilidade e a especificidade. Tal selecdo pode ser at¢ mesmo arbitréria,
mas ¢ importante levar-se em consideragdo na definicdo deste "ponto" os propoésitos do teste e
as implicacdes dos resultados errdneos, falso-positivos e falso-negativos (METZ, 1978;
BROWNER et al., 1988; FLETCHER et al., 1989). No presente estudo o ponto de corte foi
definido através da construcdo da receiver operating characteristic curve - curva ROC,
abordados a seguir.
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4.13.2. Receiver Operating Characteristic Curve — Curva ROC

Neste estudo, utilizou-se a receiver operating characteristic curve, conhecida como
curva ROC, para defini¢do do melhor ponto de corte para o teste ¢ avaliagdo da acuracia
global da AAPF. As curvas foram obtidas utilizando-se o programa estatistico MedCalc
Statistical.

A curva consiste na representacdo grafica da sensibilidade (verdadeiro-positivo) no
eixo vertical, ¢ o complemento da especificidade (taxa de falso-positivo) no eixo horizontal,
para diferentes pontos de corte do teste diagndstico avaliado (GRINER et al., 1981; ZWEIG
et al., 1993; GREINER et al., 2000). Cada ponto no grafico representa os valores dos
referidos indices, em diferentes pontos de corte, determinando assim a area sob a curva -
ASC. A ASC ¢ o indicador de acuracia global do teste. Quanto maior a ASC, o que significa
mais proximo do valor 1, melhor ¢ o desempenho do método avaliado. Conforme sugere
SWETS (1988), em fun¢ao do valor da ASC podemos classificar o teste de diagnostico como:
sem valor (ASC=0,5), de baixa acurdcia (0,5<ASC<0,7), de moderada acuracia
(0,7<ASC<0,9), de elevada acuracia (0,9<ASC<0,1) e como teste perfeito (ASC=1).

A curva ROC além de indicar a acurdcia do teste, permitiu identificar com precisdo, o
ponto de corte associado ao menor numero de resultados errdneos do teste. Segundo
BROWNER et al. (1988) e SACKETT et al. (1991), quando a prevaléncia da doenga no
estudo ¢ de aproximadamente 50%, o valor correspondente ao ponto situado o mais proximo
do angulo superior esquerdo da curva, trata-se do ponto de corte associado a um menor
nimero de resultados falso-positivos e negativos.

A Figura 2 mostra uma curva ROC esquemadtica, representando dois testes
diagnosticos. A avaliacdo da ASC permite concluir que aquela do teste 1 (ASC=0,85) ¢ maior
que a do teste 2 (ASC=0,76), o que significa dizer que o teste 1 apresenta melhor desempenho
que o teste 2, ou seja, melhor capacidade em discriminar duas populagdes distintas (doente e
nado-doente). As setas fora do grafico demonstram de forma esquematica o sentido que
aumenta a sensibilidade e a especificidade. Cada ponto do grafico representa os indices
sensibilidade e (100 - especificidade) de um ponto de corte estabelecido. Um teste diagnostico
ideal seria aquele cujo ponto de corte estivesse o mais proximo da intercessao

sensibilidade/especificidade.
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Figura 2: Curvas ROC dos testes 1 e 2, construidas a partir dos indices de desempenho, sensibilidade e (100 —

especificidade) dos testes avaliados.
Os resultados estdo expressos, pelos pontos dos graficos, que representam os valores dos respectivos indices
determinando assim a area sob a curva (ASC) para o teste 1 (ASC= 0,85) e para o teste 2 (ASC=0,76).

4.13.3. Indices de desempenho

Para avaliar o desempenho das técnicas foram utilizados indices de validade expressos
em porcentagem e em chance, calculados a partir da classificacdo dos resultados em quatro
categorias de acordo com a presenca (INF) ou auséncia de infeccdo (NI) (GRINER et al.,
1981; FLETCHER et al., 1989; SACKETT et al., 1991; JAESCHKE et al., 1994a;
JAESCHEKE et al., 1994b). Tais categorias estdo expressas na Tabela 2 e foram definidas da
seguinte forma: “verdadeiro-positivo” (VPos) = presenca de infecgdo e teste positivo; “falso-
positivo” (FPos) = auséncia de infeccdo e teste positivo; “falso-negativo” (FNeg) = presenga
de infecgdo e teste negativo e “verdadeiro-negativo” (VNeg) = auséncia de infecgdo e teste

negativo.
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Tabela 2 - Categorias de resultados do teste diagnostico em uma populacao que inclui caes
ndo infectados e caes infectados com L. chagasi.

LvC Total
(INF) (ND)
Resultado do Positivo VPos (a) FPos (b) (ath)
teste Negativo FNeg (¢) VNeg (d) (ct+d)
Total (atc) (b+d) (atb+tctd)

Com base nesses fundamentos, tabelas similares foram preenchidas de acordo com o
modelo da Tabela 2 com o nimero de ocorréncias de cada uma das categorias (a, b, ¢, e d). A
partir dos resultados obtidos, o desempenho dos testes soroldgico foi avaliado segundo
diferentes indices, incluindo: sensibilidade, especificidade, valor preditivo negativo, valor
preditivo positivo, acuracia e indice J de Youden. Os indices de desempenho foram obtidos
utilizando-se o programa estatistico MedCalc Statistical.

A sensibilidade ¢ calculada pela relagao a/(a+c) traduzindo, assim, a propor¢ao de caes
portadores de LVC, nos quais o teste foi positivo. J4, a especificidade diz respeito a propor¢ao
de caes sem infec¢do cujo teste € negativo sendo, portanto, determinada pela relagcdo d/(b+d).
Cabe aqui ressaltar que estes indices sdo definidos a partir do eixo vertical da tabela, que
representa o resultado do teste parasitologico e sorologico, RIFI e ELISA,
concomitantemente, com o qual os testes em investigacdo foram comparados. Sendo assim,
em decorréncia de serem calculadas a partir do eixo vertical, a sensibilidade e a
especificidade, ndo sdo afetadas pela variagdo da proporcao entre caes ndo infectados e
infectados, ou seja, com a prevaléncia da doenca. Desta forma, sdo consideradas propriedades
estaveis de um teste diagnostico.

O valor preditivo de um resultado positivo - VPP e o valor preditivo de um resultado
negativo - VPN denominados de forma simplificada, de valores preditivos positivo e negativo
sao fornecidos, respectivamente, pelas relacdes a/(a+b) e d/(c+d) traduzindo, assim, a
propor¢ao de caes com teste positivo que apresentam LVC e a proporcao de caes com teste
negativo que ndo apresentam LVC. Os valores preditivos, ao contrario da sensibilidade e
especificidade, sdo definidos a partir do eixo horizontal da tabela, portanto, variam com a
propor¢ao entre caes nao infectados e infectados, sendo entdo, consideradas propriedades
instaveis de um teste diagnostico.

Para se conhecer a contribuicao dos testes investigados na confirmacao ou exclusao do

diagnodstico da LVC em diferentes situacdes de prevaléncia da doenca, os valores preditivos
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foram determinados considerando-se diversas prevaléncias hipotéticas da doenca. Para o
calculo, empregou-se o Teorema de Bayes, que ¢ definido pela seguinte féormula: VPP =
Sensibilidade x Prevaléncia/(Sensibilidade x Prevaléncia) + (1-Especificidade) x (1-
Prevaléncia); VPN = Especificidade x (1 — Prevaléncia)/Especificidade x (1 — Prevaléncia) +
(1-Sensibilidade) x (Prevaléncia) (VECCHIO, 1966).

A acurdcia, determinada pela curva ROC, indica a propor¢do de todos os resultados
corretos de um teste, ou seja, os “verdadeiro-positivos” e os “verdadeiro-negativos”. Assim,
constitui-se em um indicador do valor global do teste que, entretanto, pode estar
superestimado caso sejam elevados os valores das categorias a e d. Desta forma, optou-se
também por calcular o indice J de Youden que d4 pesos iguais aos resultados corretos
(verdadeiros positivos e negativos) e incorretos do teste (falsos positivos e negativos), sendo
definido pela razao (axd)-(bxc)/(a+b)x(c+d) (YOUDEN, 1950).

Uma outra forma de abordagem do desempenho de testes diagnosticos,
particularmente daqueles cujos resultados sdo expressos em escala continua, consiste na
determinagdo das razdes de verossimilhanca (RVs) para diferentes resultados. A RV para um
determinado resultado do teste diagndstico € expressa em chance e ¢ definida pela razao entre
propor¢ao de um referido resultado em caes portadores de LVC em relagdo a proporcao do
mesmo resultado em cdes ndo infectados. A Razdo de Verossimilhanga Negativa ¢ calculada
pela relagao (1 — Sensibilidade)/Especificidade e a Razao de Verossimilhanga Positiva pela
relacdo Sensibilidade/(1 — Especificidade). Desta forma, as RVs expressam quantas vezes ¢
mais provavel (ou menos provavel) se encontrar um determinado resultado do teste em um
cao portador de LVC em relag@o a um c@o nao infectado.

Essa forma de abordagem permite ampliar o espectro de informagdes uteis em relagao
aquelas fornecidas pelos indicadores calculados a partir de resultado dicotémico
(positivo/negativo), uma vez que permite também trabalhar diferentes faixas de valores de
resultados, também definidas por pontos de corte.

Segundo a literatura, valores de RV negativa abaixo de 0,1 praticamente confirmam a
auséncia de doenca e valores de RV positiva acima de 10 praticamente confirmam a presenca
de doenga (JAESCHKE et al., 1994b).

Cabe ainda ressaltar, que as propor¢des empregadas no célculo das razdes de
verossimilhanga sdo definidas a partir do eixo vertical da tabela 2 ou de tabelas semelhantes,
ndo apresentando, assim, variacdes em relacdo a mudancas na prevaléncia da doenca em

questao.
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4.13.4. Intervalo de confian¢a — IC

Os indices avaliados neste estudo foram expressos com seus respectivos intervalos de
confianga a 95% (ICosy) calculados pelo método do Fleiss Quadratic (FLEISS, 1981).
Embora os valores calculados para os diferentes indicadores representem a melhor estimativa
do valor real do indice, este pode corresponder (obviamente com uma probabilidade de 95%)
a qualquer outro valor situado entre os extremos definidos pelo intervalo de confianga a 95%.
Além de permitir a inferéncia do valor do indice, o intervalo de confianga a 95% também
fornece informacao a respeito da precisao do valor estimado, que esta relacionado com a
amplitude do referido intervalo, sendo que intervalos mais estreitos correspondem a

estimativas mais precisas.

4.13.5 Indice Kappa

Para estimar a concordancia entre a positividade e a negatividade dos testes
soroldgicos utilizou-se o Indice Kappa, que pode ser interpretado segundo faixa de valores,

conforme demonstrado na Tabela 3.

Tabela 3 - Interpretacdo do indice Kappa

Kappa Concordancia

<0,00 Ruim
0,00-0,20 Fraca
0,21-0,40 Sofrivel
0,41-0,60 Regular
0,61-0,80 Boa
0,81-0,99 Otima

1,00 Perfeita
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5.1. Estabelecimento de Procedimentos Metodoldgicos para a Pesquisa de
Anticorpos IgM, IgA, IgG (IgGl, 1gG2) e IgE, Anti-formas Promastigotas
Fixadas de Leishmania chagasi (AAPF) por Citometria de Fluxo para
Diagnostico da LVC

A iniciativa de introduzir a pesquisa de anticorpos por citometria de fluxo como
método complementar para andlise sorolégica em doengas parasitarias abriu novas
perspectivas para o estabelecimento de técnicas diagnosticas empregando parasitos fixados
como suporte antigénico (MARTINS-FILHO et al., 1995; ROCHA et al., 2002). O elevado
desempenho da citometria de fluxo no diagnostico sorologico da leishmaniose visceral canina
foi demonstrado com o estabelecimento da pesquisa de anticorpos IgG anti-formas
promastigotas fixadas de L. chagasi (AAPF-IgG) CARVALHO-NETA et al. (2006).

No estabelecimento desse método, GOMES et al. (2006) realizaram a avaliagcdo da
influéncia do tempo de cultura na reacdo antigeno-anticorpo no contexto especifico da L.
chagasi. Segundo estes autores, formas promastigotas de L. chagasi de fase estaciondria
inicial (8° dia de cultura) sao mais apropriadas para uso na AAPF-IgG, ponderando suas
caracteristicas intrinsecas de aspectos morfométricos e de antigenicidade. Outras variaveis
metodoldgicas para a realizagdo do presente trabalho, como o numero de parasitos em
suspensao (5,0 x 10° promastigotas/mL) e a temperatura e tempo de reacdo (37°C por 30
minutos), basearam-se nas condigdes descritas por ROCHA et al. (2002) para pesquisa de
anticorpos humanos anti-Leishmania (Viannia) braziliensis.

Considerando a influéncia da concentragdo do anticorpo secundario anti-
imunoglobulina canina nos resultados a serem obtidos pela AAPF, o primeiro passo do
presente estudo consistiu no estabelecimento da dilui¢do ideal do anticorpo secundario para a
pesquisa de IgM, IgA, IgG (IgGl, 1gG2) e IgE anti-formas promastigotas fixadas de L.
chagasi por citometria de fluxo aplicada ao diagnostico da LVC, como descrito no topico

abaixo.

5.1.1. Padronizacao da diluicado dos anticorpos secundarios, variavel inerente a reacao
antigeno-anticorpo, a serem empregadas na pesquisa de anticorpos anti-formas

promastigotas fixadas de L. chagasi por citometria de fluxo

Diferentes concentragdes dos anticorpos secunddrios anti-imunoglobulinas caninos

foram empregadas, a fim de definir a concentragdo ideal, capaz de segregar as amostras de
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caes nao infectados (NI) e infectados (INF). Os resultados da AAPF-IgM e IgA, bem como
AAPF-IgG e subclasses foram obtidos apds incubacdo das misturas de soros caninos
submetidos a dilui¢des seriadas (1:16 a 1:2.048 para AAPF-IgA; 1:128 a 1:16.384 para
AAPF-IgM e 1:256 a 1:32.768 para AAPF-IgG, IgGl e IgG2) com formas promastigotas
fixadas de L. chagasi, 8 dias de cultivo, nas condi¢des previamente padronizadas por ROCHA
et al. (2002), CARVALHO-NETA et al. (2006) e GOMES et al. (2006). A revelagdo da
ligacdo dos anticorpos a determinantes antigénicos do parasito foi realizada pela utilizagdo de
anticorpos conjugados ao isotiocianato de fluoresceina (FITC) em trés diferentes dilui¢des
para cada anticorpo avaliado (1:250, 1:500 e 1:1.000 para anti-IgM, anti-IgA e anti-IgG1 e
1:500, 1:1.000 e 1:2.000 para anti-IgG e anti-IgG2). Como demonstrado na Figura 3, tanto na
AAPF-IgM quanto na AAPF-IgA, na dilui¢do do anticorpo conjugado 1:500 foi possivel
observar maior amplitude de segregacao entre os grupos, portanto, foi a diluicao utilizada nas
andlises subseqiientes. Utilizando este mesmo critério, foram escolhidas as diluigdes 1:1.000

para anti-IgG e anti-IgG2 e 1:500 para anti-IgG1 (Figura 4).
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Figura 3: Reatividade da AAPF-IgM e AAPF-IgA em misturas de soros de cdes ndo infectados (NI=O) e
infectados (INF=@) incubados com diferentes dilui¢des do anticorpo conjugado com FITC.
Os resultados foram expressos como PPFP para cada mistura de soros.
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Figura 4: Reatividade da AAPF-IgG, IgGl e IgG2 em misturas de soros de cdes ndo infectados (NI=O) e
infectados (INF=@) incubados com diferentes diluigdes do anticorpo conjugado com FITC.
Os resultados foram expressos como PPFP para cada mistura de soros.

Na padronizagdo da AAPF-IgE, primeiramente foi proposto um pré-tratamento da
mistura de soros de caes ndo infectados e infectados com o regente RF absorbent, Proteina A
e Proteina G, como descrito em Material ¢ métodos. Esse pré-tratamento teve como objetivo
retirar IgG do soro para ndo interferir na avaliacdo da reatividade de IgE. Foi observado que
RF absorbent ndo foi capaz de adsorver IgG da mistura soro de cdes NI e INF (Figura 5B). No
pré-tratamento com Proteina A foi possivel observar diminui¢do consideravel da reatividade
de IgG ao longo da curva de titulagdo do soro. J4 o pré-tratamento com proteina G foi a
condi¢do capaz de abolir completamente a reatividade de IgG anti-Leishmania ao longo da
curva de titulacdo (Figura 5D). Dessa forma, essa condi¢do foi escolhida como pré-tratamento
das misturas de soros para os experimentos subseqiientes de titulacdo do anticorpo secundario

anti-IgE canino.
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Figura 5: Reatividade da AAPF-IgG em misturas de soros de cies nio infectados (NI=O) e infectados (INF=@)
sem pré-tratamento (A), submetidos a tratamento com RF absorbent por 15 minutos a 25°C (B), submetidos a
tratamento com proteina A por 1 hora a 37°C (C), submetidos a tratamento com proteina G por 1 hora a 37°C

D).

Os resultados foram expressos como PPFP para cada mistura de soros.

A seguir, as amostras submetidas ao pré-tratamento com proteina G foram utilizadas
para estabelecimento da dilui¢ao ideal do anticorpo conjugado anti-IgE canino, sendo testadas
trés diluigdes: 1:100, 1:250 e 1:500. A andlise dos dados demonstrou que nenhuma das
diluicoes testadas foi capaz de detectar reatividade de IgE anti-Leishmania na mistura de
soros provenientes de caes NI ou INF ao longo da curva de titulagdo (Figura 6). Sendo assim,
a diluicdo 1:100 foi escolhida para as andlises subseqiientes a fim de garantir maior

sensibilidade da AAPF-IgE aplicada em testes de amostras individuais.
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Figura 6: Reatividade da AAPF-IgE em misturas de soros de cdes ndo infectados (NI=O) e infectados (INF=@)
incubados com diferentes dilui¢des do anticorpo conjugado com FITC.
Os resultados foram expressos como PPFP para cada mistura de soros.

Uma vez padronizadas as dilui¢cdes dos anticorpos secundérios a serem empregados na
AAPF-IgM, IgA, IgG, IgG1, IgG2 e IgE o préximo passo consistiu em caracterizar o perfil de
imunoglobulinas presentes em soros de caes nao infectados, infectados e vacinados com

Leishmune®.

5.1.2. Caracterizacio do perfil de imunoglobulinas IgM, IgA, IgG, IgGl, IgG2 e IgE
detectados pelas AAPFs

A finalidade da caracterizacdo do perfil soroldégico em soros de cdes nao infectados
(NI), cdes portadores de LVC (INF) e cdes vacinados com Leishmune® (VAC) foi buscar
evidéncias de reatividade diferencial entre as imunoglobulinas presentes em soros destes caes.
Como demonstrado na Figura 7, os trés grupos de caes apresentaram perfis distintos de
reatividade soroldgica média utilizando amostras individuais. Enquanto o grupo NI
apresentou maior reatividade média de IgM, seguida de IgG, IgG2 igual a IgG1 e IgA com
auséncia de IgE (IgM>IgG>IgG2=IgG1>IgA>IgE), caes INF apresentaram maior reatividade
média de IgG, seguido de IgG2, IgM, IgGl igual a IgA com auséncia de IgE
(IgG>1gG2>IgM>IgG1=IgA>IgE). Por outro lado, caes vacinados apresentaram um perfil
diferente, com maior reatividade para IgM, seguida de IgG2, IgG, IgG1 e IgA com auséncia
de Ig (IgM>IgG2>I1gG>IgG1>IgA>IgE). Estes resultados sugeriram a possibilidade de
utilizacdo da AAPF para o diagnostico sorolégico da LVC bem como uma abordagem

adicional de reatividade diferencial entre infec¢ao e vacinagao.
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Figura 7: Perfil de reatividade média da AAPF-IgM (@), IgA (O), IgG (@), IgG1 (O), 1gG2 (@) ¢ IgE (@) em
soros individuais de cdes ndo infectados (NI, n=15), infectados (INF, n=29) e vacinados com Leishmune® (VAC,
n=21).

Considerando os perfis de reatividade sorolégica demonstrados na Figura 7, com

auséncia de deteccao de IgE por meio do AAPF, a etapa seguinte desse trabalho consistiu em
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avaliar o desempenho das técnicas AAPF-IgM, IgA, IgG, IgGl e IgG2 e verificar suas

aplicacdes no diagnostico soroldgico da LVC, através de varias ferramentas estatisticas.

5.1.3. Avaliacao do desempenho das AAPFs no diagnéstico sorologico da LVC

Para avaliar o desempenho da AAPF no diagnostico soroldgico da LVC seguiram-se
os principios da epidemiologia clinica. Inicialmente, foi realizado um estudo detalhado da
reatividade das imunoglobulinas IgM, IgA, IgG, IgG1 e IgG2 em soros de caes NI e INF. As
curvas de reatividade foram avaliadas como média de PPFP e valores individuais obtidos apds
incubacdo dos soros caninos (submetido a dilui¢des seriadas) com formas promastigotas
fixadas de L. chagasi. A reatividade da AAPF foi revelada pela utilizacdo de anticorpos anti-
imunoglobulinas caninas marcados com FITC nas diluigdes previamente padronizadas
(Figuras 3 e 4).

Os valores médios de PPFP observados nas curvas de titulagio da AAPF-IgM, IgA,
IgG, IgGl e IgG2 para cada amostra de soro (NI e INF) estdo apresentados na Figura 8
(graficos a esquerda). Foi possivel observar reatividade diferencial média entre NI e INF para
todas as imunoglobulinas avaliadas, principalmente nas dilui¢des que apresentaram maior
amplitude de segregacdo entre os grupos, destacadas na figura como retangulo tracejado. A
avaliacdo de amostras individuais através da analise visual da reatividade ndo permitiu definir
de forma clara o perfil sorolégico de caes NI e INF na avaliagdo de todas as imunoglobulinas

(Figura 8 — graficos a direita).
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Os resultados foram expressos como média de PPFP (graficos a esquerda) e valores individuais (graficos a
direita). Os retangulos pontilhados em rosa representam diluigdes que apresentaram maior amplitude de
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Com intuito de dar continuidade a avaliagdo do desempenho das técnicas,
subseqiientemente foram construidas as curvas ROC e calculados os indices de desempenho
(sensibilidade, especificidade, valores preditivos positivos e negativos, acuracia, indice J de
Youden e razdes de verossimilhanga) para cada dilui¢do do soro, a fim de se estabelecer
critérios metodologicos de interpretacdo dos resultados (dilui¢do do soro e ponto de corte)
para cada método. A dilui¢do do soro escolhida para cada técnica foi aquela que apresentou,
em conjunto, os maiores valores dos indices de desempenho calculados segundo o ponto de
corte sugerido pela curva ROC. Na tabela 4, pode-se observar o ponto de corte, a diluigao
selecionada e os valores dos indices estatisticos para cada método.

A andlise dos resultados demonstrou elevado desempenho para a AAPF-IgA, IgG e
IgG2, uma vez que apresentaram valores altos para todos os indices expressos em
porcentagem avaliados, especialmente sensibilidade (93%, 97% e 90%, respectivamente) e
especificidade (93%, 100% e 100%, respectivamente), que sdo priorizados em uma analise
metodoldgica uma vez que ndo sofrem alteracdo com a variacdo da prevaléncia da doenga
(Tabela 4).

Segundo a curva ROC, AAPF-IgM e IgG1 apresentaram acuracia moderada (79% e
81%, respectivamente) e a AAPF-IgA, IgG, IgG2 acuricia elevada (97%, 98% e 100%,
respectivamente). Para garantir uma avaliag¢do rigorosa dos dados, foi calculado o indice J de
Youden, que dd pesos iguais aos resultados corretos e nao corretos do teste. Como
demonstrado na Tabela 4, foram encontrados valores baixos para a AAPF-IgM e IgG1 (57% e
59%, respectivamente) e altos para a AAPF-IgA, IgG e I1gG2 (83%, 97%, 93%,
respectivamente).

Para complementac¢do da avaliagdo do desempenho das metodologias foram calculadas
as razoes de verossimilhanca (RVs) para faixas de valores de PPFP (Tabela 4). As analises
das RVs da AAPF-IgG, IgG2 e IgA, confirmaram o elevado desempenho dos métodos,
demonstrando que valores de PPFP>20% praticamente confirmam o diagndstico de LVC e
que valores de PPFP<20% praticamente excluem o diagnostico de LVC. Esses dados

contribuem fundamentalmente para validacdo das metodologias em laboratério clinico.
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Tabela 4 - Parametros metodolégicos e indices de desempenho da AAPF-IgM, IgA, IgG,
IgG1 e IgG2 para avaliagdo do potencial diagnostico da LVC com seus respectivos intervalos
de confianga a 95%

AAPF
indices IgM IgA IgG IgG1 IgG2
Diluigéo do Soro 1:2.048 1:128 1:2.048 1:512 1:2.048
Ponto de Corte 30% 20% 20% 20% 20%
Sensibilidade 90 (76-97) 90 (76-97) 97 (83-99) 59 41-74) 93 (78-98)
Especificidade 60 (36-80) 93 (70-99) 100 (79-100) 100 (80-100) 100 (80-100)
VPN 77 (47-91) 82 (59-94) 94 (72-95) 56 (37-72) 88 (66-97)
VPP 84 (67-92) 96 (83-99) 100 (88-100) 100 (82-100) 100 (87-100)
Acuracia 79 (64-89) 97 (87-99) 98 (89-99) 81 (67-92) 100 (91-100)
J de Youden 57 @41-711) 83 (68-92) 97 (85-99) 59 43-73) 93 (80-98)
RV- (PPFP<PC) 0,17 0,1* 0,04* 0,41 0,03*
RV+ (PPFP>PC) 2,24 >10* >10* 8,79 >10*

Prevaléncia de 66%. * Resultados de RVs que apresentaram valor clinico. RV — razdo de verosimilhanca; VPN-
valor preditivo negativo, VPP-valor preditivo positivo; PPFP- Percentual de Parasitos Fluorescentes Positivos;
PC-ponto de corte. Os valores entre parénteses representam os intervalos de confinga de cada indice estatistico
(95%).

A AAPF-IgA, IgG e IgG2 apresentaram elevados valores preditivos negativos (82%,
94% e 88%, respectivamente) e positivos (96%, 100% e 100%, respectivamente). Uma vez
que os valores preditivos apresentados na Tabela 4 foram calculados a partir da prevaléncia
artificial da doenga (66%), considerada elevada, os valores da predicdo negativa e positiva
foram calculados segundo probabilidades pré-testes hipotéticas para LVC, simulando regides
apresentando diferentes prevaléncias da doenca. Foram utilizados os valores de sensibilidade
e de especificidade encontrados para cada técnica, a fim de corroborar o elevado desempenho
da AAPF-IgA, IgG e IgG2 encontrado para o diagndstico sorologico da LVC.

Em situagdes onde a prevaléncia da LVC varia entre 5 a 10, embora tenha ocorrido
queda nos valores preditivos positivos da AAPF-IgA (VPP=96%—40-59%), houve ganho no
valor preditivo de um resultado negativo na AAPF-IgA (VPN=82%—>99%), contribuindo
para exclusdo do diagnostico de LVC. Na analise da AAPF-IgG e IgG2 observou-se ganho
nos valores preditivos negativos (VPN=94%—>100% para AAPF-IgG e VPN=88%—>99%
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para AAPF-IgG2), sem alteragdo nos elevados valores preditivos positivos descritos para

ambas as metodologias (100%) (Tabela 5).

Tabela 5 - Valores preditivos negativo (VPNs) e positivo (VPPs) da analise da AAPF-IgA,
IgG e IgG2 referentes a diferentes prevaléncias

AAPF-IgA AAPF-IgG AAPF-lIgG2

Probabilidade ..., ppepsoy,  PPEP<20%  PPEP>20%  PPFP<20%  PPFP>20%

Pré-Teste

VPN% VPP% VPN% VPP% VPN% VPP%
95% 33 100 57 100 43 100
90% 50 99 75 100 63 100
80% 68 99 86 100 78 100
50% 90 93 96 100 93 100
40% 94 88 97 100 96 100
30% 96 85 98 100 97 100
20% 97 76 99 100 98 100
10% 99 39 100 100 99 100
5% 99 40 100 100 100 100

A Figura 9 ilustra, por meio de graficos de dispersdo, a reatividade das amostras de
soros individuais de caes NI e INF utilizando os pontos de corte e as diluigdes estabelecidas
para avaliacdo do potencial diagnostico de cada pesquisa de imunoglobulina (Tabela 4). Foi
possivel observar que na AAPF-IgA, IgG, IgG1 e IgG2 um percentual elevado de cdes NI
apresentaram valores de PPFP abaixo do ponto de corte (93%, 100%, 100% e 100%,
respectivamente). Foi observada também freqiiéncia elevada de positividade (PPFP>ponto de
corte) para caes INF na AAPF-IgM (90%), AAPF-IgA (90%), AAPF-IgG (97%) e AAPF-
IgG2 (93%). Na avaliagdo da AAPF-IgM foi encontrado freqiiéncia de negatividade igual a
60% (PPFP<30%) para o grupo NI e na AAPF-IgGl freqiiéncia de positividade de 59%
(PPFP>20%) para o grupo INF, o que sugere baixa especificidade e sensibilidade destas duas

técnicas, respectivamente.
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Figura 9: Reatividade da AAPF-IgM, IgA, IgG, IgG1 e IgG2 em caes nio infectados (NI=O, n=15) e infectados
(IFN=@, n=29).

Os resultados foram expressos como PPFP para amostras individuais, nas diluicdes do soro previamente
estabelecidas (Tabela 4). A linha pontilhada representa o ponto de corte entre resultados negativos e positivos.
Os valores de sensibilidade e especificidade foram expressos nos graficos.

Além da baixa eficiéncia de detec¢do da infeccdo em cdes que possuem baixos titulos
de anticorpos (BRITO et al., 2000; CHIARI et al., 1973b; CHIARI et al., 1973a; GARCIA-
GONZALEZ et al., 1990; MOLL et al., 1996; VALLI et al., 1999; WALTON et al., 1972)
uma outra limitacdo apresentada pelas metodologias sorologicas convencionais, RIFI e
ELISA, consiste na incapacidade de discriminar a reatividade sorologica de caes infectados
daquela observada em animais vacinados com Leishmune®, o que constitui sério problema de
saude publica atualmente. Considerando que caes infectados apresentaram perfil de
reatividade diferente daquele apresentado por caes vacinados através das AAPFs (Figura 7), a
seguir foi avaliado o desempenho das metodologias aplicadas em uma populacao canina que
incluisse cdes vacinados com Leishmune®.

Utilizando os mesmos parametros estabelecidos para avaliacdo diagnostica da AAPF
(pontos de corte e diluigdes do soro — Tabela 4) foram avaliadas as curvas de reatividade das
imunoglobulinas em valores médios e em amostras individuais de caes INF e VAC. Como
demonstrado na Figura 10, a avaliacdo dos testes por meio da analise visual da reatividade de
amostras individuais ndo permitiu identificar de forma clara a reatividade diferencial entre

INF e VAC quando analisada pela sobreposicdo das curvas (graficos a direita), entretanto,
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observou-se uma perspectiva de diferenciacdo quando foi avaliada a reatividade média entre
INF e VAC na AAPF-IgM, IgA, IgG, IgG1 e IgG2 (graficos a esquerda).
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Os resultados foram expressos como PPFP. A linha pontilhada e o retangulo tracejado em azul representam os

critérios estabelecidos para o diagndstico da LVC (ponto de corte e dilui¢des do soro, respectivamente).

Figura 10: Reatividade das amostras individuais da AAPF-IgM, IgA, IgG

(INF=@, n=29) ¢ cies vacinados com Leishmune® (VAC=0, n
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Em seguida, foram calculados indices de desempenho para avaliar o potencial das
técnicas para aplicacao na identificagdo de reatividade diferencial entre infeccdo ativa e
soroconversao pos-vacinal. Para tal, foram empregados os critérios de interpretacdo dos
resultados estabelecidos anteriormente (Tabela 4). Cabe ressaltar que na descricdo dos
resultados subseqiientes os termos sensibilidade e especificidade deveriam ser substituidos
por co-positividade e co-negatividade, respectivamente. Tal substitui¢do justifica-se porque as
proximas analises ndo dizem respeito a capacidade do teste em detectar os verdadeiros
positivos ou negativos do teste e sim a capacidade do teste em distinguir reatividade
sorologica diferencial entre cdes infectados e vacinados com Leishmune®. Entretanto, no
presente trabalho os termos sensibilidade e especificidade serdo mantidos devido a
popularidade do termo, para melhor compreensao do leitor.

Como observado na Tabela 6, AAPF-IgM, IgGl e IgG2 apresentaram baixo
desempenho, especialmente devidos aos valores encontrados para especificidade (55%, 62% e
43%, respectivamente) e indice J de Youden (45%, 34% e 36%, respectivamente). A AAPF-
IgA e IgG, entretanto, apresentaram valores elevados para todos os indices calculados.

Para complementacdo dos resultados obtidos foram calculadas as razdes de
verossimilhanca. As RVs encontradas para valores de PPFP menores ou iguais aos pontos de
corte estabelecidos na AAPF-IgM (PPFP<30%), AAPF-IgGl (PPFP<20%) ¢ AAPF-IgG2
(PPFP<20%) foram desprovidos de valor diagnostico, bem como os valores de PPFP acima
dos pontos de corte estabelecidos nas metodologias citadas acima e também na AAPF-IgG
(PPFP>20%). Os resultados demonstraram, entretanto, que na AAPF-IgA, valores de
PPFP<20% contribuem para exclusdo do diagnéstico de LVC e valores de PPFP>20%
praticamente confirmam este diagnostico. Em relacdo a AAPF-IgG, um resultado negativo

(PPFP<20%) praticamente exclui o diagnostico de LVC (Tabela 6).
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Tabela 6 - Indices de desempenho da AAPF-IgM. IgG, IgG1, IgG2 e IgA para avaliagio de
reatividade diferencial entre infec¢do ativa e soroconversdo pds-vacinal, com seus respectivos
intervalos de confianca a 95%

AAPF
indices IgM IgA IgG IgG1 IgG2
Diluigéo do Soro 1:2.048 1:128 1:2.048 1:512 1:2.048
Ponto de Corte 30% 20% 20% 20% 20%
Sensibilidade 90 (76-97) 90 (74-96) 97 (83-99) 72 (54-85) 93 (78-98)
Especificidade 55 (36-95) 95 (77-99) 76 (55-89) 62 (40-79) 43 (24-63)
VPN 79 (55-93) 85 (68-95) 94 (73-99) 62 (40-79) 82 (52-95)
VPP 74 (58-85) 96 (83-99) 85 (69-93) 72 (54-85) 69 (53-81)
Acuracia 72 (58-84) 96 (58-84) 98 (90-99) 78 (64-88) 88 (76-96)
J. de Youden 45 (31-60) 85 (71-93) 73 (58-84) 34 (21-49) 36 (23-50)
RV- (PPFP<PC) 0,19 0,1* 0,05* 0,45 0,16
RV+ (PPFP>PC) 1,99 >10* 4 1,90 1,63

Prevaléncia de 58%. *Resultados de RVs que apresentaram valor clinico. VPN-valor preditivo negativo; VPP-
valor preditivo positivo; PPFP- Percentual de Parasitos Fluorescentes Positivos; PC-ponto de corte.

A Figura 11 ilustra, através de graficos de dispersdo, a reatividade de amostras
individuais de caes NI, INF e VAC utilizando os pontos de corte e dilui¢des estabelecidas
previamente para avaliacdo do potencial diagndstico de cada imunoglobulina (Tabela 4).
AAPF-IgM, IgA, IgG, IgG1 e IgG2 apresentaram os seguintes valores de especificidade para
o grupo VAC: 55%, 95%, 76%, 62% e 43%, respectivamente (Figura 11).

Em conjunto, os resultados encontrados demonstram que AAPF-IgA e IgG
apresentaram maior potencial para identificagdo de reatividade diferencial entre os grupos NI,
INF e VAC. Embora a AAPF-IgA tenha sido capaz de excluir o diagndstico de LVC em 95%
dos animais do grupo VAC, a menor sensibilidade na identificagao do grupo INF e o grande
numero de resultados proximos ao ponto de corte representaram limitagdes para o uso dessa

técnica nos estudos subseqtientes (Figura 11).
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Figura 11: Reatividade da AAPF-IgM, IgA, 1gG, IgG1 e IgG2 em cées ndo infectados (NI=O, n=15), infectados
(IFN=@, n=29), vacinados com Leishmune® (VAC=0, n=21).

Os resultados foram expressos como PPFP para amostras individuais, nas dilui¢des do soro previamente
estabelecidas (Tabela 3). A linha pontilhada representa o ponto de corte entre resultados negativos e positivos.
Os valores especificidade e sensibilidade foram expressos nos graficos.

A fim de aprimorar a avaliacdo do desempenho da AAPF-IgG para a andlise da
reatividade diferencial entre cdes infectados e vacinados com Leishmune®, os pardmetros
metodoldgicos pré-determinados para a interpretacdo dos resultados do método aplicado ao
diagnodstico sorologico da LVC foram reavaliados. Analisando visualmente a reatividade
média obtida para INF e VAC, ao longo da curva de titulacdo da AAPF-IgG, verificou-se
grande amplitude de segregacao entre estes grupos em outras diluigdes do soro, especialmente
a diluicao 1:8.192 (Figura 10 - grafico a esquerda). Neste contexto, os dados foram
reavaliados utilizando este novo parametro metodologico.

Como demonstrado na Figura 12, utilizando o ponto de corte de 20% de PPFP, a
analise da AAPF-IgG na dilui¢do do soro 1:8.192 confirmou a especificidade de 100% para o
grupo NI (15/15) e um melhor desempenho para o grupo VAC, com aumento da
especificidade de 76% para 100%. E extremamente importante mencionar que os cies VAC
apresentaram sorologia negativa por RIFI, ELISA, AAPF-IgG, IgG1 e IgG2 anteriormente ao
processo vacinal. Trinta dias apo6s a vacinagdo, entretanto, todos eles apresentaram

soroconversao detectada por RIFI (dados nao mostrados).
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Figura 12: Reatividade da AAPF-IgG em amostras de soros individuais de cdes ndo infectados (NI=O, n=15),
infectados (INF=@, n=29) e vacinados com Leishmune® (VAC=0, n=21).

Os resultados foram expressos como PPFP para amostras individuais na dilui¢do do soro 1:8.192 A linha
pontilhada representa o ponto de corte entre resultados negativos e positivos. Os indices especificidade e
sensibilidade foram apresentados na figura.

Para complementar a analise da AAPF-IgG foram calculados os valores de RVs para
diferentes faixas de valores de PPFP. A Tabela 7 demonstra que na diluicdo do soro 1:2.048,
um valor de PPFP<20% praticamente exclui o diagnostico de LVC para uma determinada
amostra enquanto um valor de PPFP>80% praticamente confirma este diagndstico, excluindo
a possibilidade de um resultado semelhante ser proveniente de cdes vacinados.
Adicionalmente, a andlise da AAPF-IgG na dilui¢do do soro 1:8.192 confirmou o elevado
desempenho da técnica. Somado a capacidade de um valor de PPFP<20% excluir o
diagnostico de LVC, resultados confinados em uma faixa de reatividade acima de 20% podem
ser utilizados como uma ferramenta complementar para confirmar o diagnostico. Além disso,
quando encontrado um valor de PPFP>80%, a amostra apresenta uma chance minima de
pertencer a um cio nio infectado ou vacinado com Leishmune®. Em conjunto, os resultados
sugerem que a AAPF-IgG, aplicada na diluicdo do soro 1:8.192 apresentou melhor

desempenho no ambito da reatividade diferencial entre caes NI, INF e VAC.
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Tabela 7 - Razdes de verossimilhanca para diagnostico diferencial entre infecgdo ativa e
vacinagio com Leishmune®

AAPF-IgG
RVs Diluicio do soro
1:2.048 1:8.192
RV- (PPFP<20%) 0,05* 0,07*
RV+ (PPFP>20%) 4,00 >10*
RV+ (PPFP>80%) >10* >10*

*Resultados que apresentaram valor clinico.

5.1.4. Avaliacao da aplicabilidade da AAPF-IgG para o diagndstico soroldgico
diferencial da LVC.

Para avaliar a aplicabilidade da AAPF-IgG foi utilizada uma amostragem populacional
constituida por um maior nimero de cdes NI (n=25), INF (n=64) ¢ VAC (n=62). A AAPF-
IgG apresentou sensibilidade de 97% para o grupo INF (62/64) e especificidade de 100% e
86% para NI (25/25) e VAC (8/62), respectivamente, na dilui¢dao do soro 1:2.048 (Figura 13 —
grafico a esquerda). A analise dos resultados na dilui¢do do soro 1:8.192 confirmou a elevada
sensibilidade e especificidade da técnica para discriminar INF de NI e VAC (Figura 13 —
grafico a direita), aprimorando o desempenho da técnica para excluir o diagnéstico de LVC
em cdes vacinados com Leishmune®. Em conjunto, esses resultados confirmam a hipotese
inicial, em que a AAPF-IgG, na diluigdao do soro 1:8.192, apresentou excelente desempenho

para discriminar reatividade soroldgica entre NI, INF e VAC, apresentando 100% de

especificidade.
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Figura 13: Reatividade da AAPF-IgG em amostras de soros individuais de cies ndo infectados (NI=O, n=25),
infectados (INF=@, n=64) ¢ vacinados com Leishmune® (VAC=0, n=62).

Os resultados foram expressos como PPFP para amostras individuais na dilui¢do do soro 1:2.048 (grafico a
esquerda) e 1:8.192 (grafico a direita). A linha pontilhada representa o ponto de corte entre resultados negativos
e positivos. Os indices especificidade e sensibilidade foram apresentados na figura.
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5.2. Avaliagdo do Desempenho da AAPF-IgG em Comparagdo com RIFI e
ELISA (Técnicas Sorologicas Convencionais) e Kalazar Detect” (ndo

Convencional) Aplicadas no Diagndstico Diferencial da LVC

Uma vez avaliada a aplicabilidade da AAPF-IgG para o diagnostico diferencial da LVC, o
proximo passo consistiu em verificar o seu desempenho, utilizando a dilui¢do do soro 1:8.192,
em discriminar caes NI, INF e VAC comparado com as técnicas convencionais utilizadas na
rotina laboratorial, RIFI e ELISA. Como demonstrado na Figura 14, todos os caes NI
apresentaram resultados negativos por ELISA e AAPF-IgG, confirmando os resultados
negativos encontrados na RIFI, utilizada como teste de referéncia neste estudo (Figura 14 — A,
B e C). A técnica ELISA demonstrou resultados positivos em 90% dos cades INF (Figura 14 —
D e F), enquanto a AAPF-IgG foi capaz de confirmar a soropositividade em 93% neste
mesmo grupo (Figura 14 — E e F). Os dados demonstraram que todos os cdes VAC
apresentaram sorologia positiva por RIFI (Figura 14 — G e H) e 19% pela técnica ELISA
(Figura 14 — G e I). A AAPF-IgG foi a técnica que apresentou melhor desempenho para

excluir soropositividade em caes vacinados (Figura 14 — H e I).
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Figura 14: Desempenho da AAPF-IgG (diluicdo do soro 1:8.192) em paralelo com RIFI e ELISA para
discriminar a reatividade de IgG em amostras de soros individuais de cdes ndo infectados (NI:O, n=15 - A, B,
C), infectados (INF=@, n=29 - D, E, F) e vacinados com Leishmune® (VAC=0, n=21- G, H, I).

Os dados foram representados em quadrantes por combinagdes de resultados negativos e positivos para cada par
de testes sorologicos classificados como quadrantes -/- (inferior esquerdo), -/+ (superior esquerdo), +/- (inferior
direito) e +/+ (superior direito). Os percentuais encontrados para cada combinagdo foram expostos no lado
superior esquerdo de cada quadrante.

Foi proposto também comparar o desempenho da AAPF-IgG (dilui¢do do soro: 1:8192)
com um teste rapido, ndo convencional, aplicado no diagnostico da LVC, o Kalazar Detect®.
Os resultados demonstraram que tanto o Kalazar Detect® quanto a AAPF-IgG foram capazes
de discriminar INF de NI e VAC, ambos apresentando especificidade de 100% (Tabela 8).
Por outro lado, os resultados demonstraram que a AAPF-IgG apresentou sensibilidade de

93% enquanto o teste rapido Kalazar Detect® resultou numa sensibilidade de 79%. Esses
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indices demonstraram que a AAPF-IgG apresentou melhor desempenho para identificar caes

infectados quando comparado ao Kalazar Detect® (Tabela 8).

Tabela 8 - Desempenho AAPF-IgG em paralelo com Kalazar Detect® aplicados no
diagnostico diferencial da LVC

Grupos de cées

Testes
N2 INF® VAC®

Kalazar Detect®

Positivo 0% (0/15) 79% (23/29) 0% (0/21)

Negativo 100% (15/15) 21% (06/29) 100% (21/21)
AAPF-IgG

Positivo 0% (0/15) 93% (27/29) 0% (0/21)

Negativo 100% (15/15) 7% (02/29) 100% (21/21)

a - Cées ndo infectados (diagndstico parasitologico e sorologico negativo para LVC, n=15).
b - Cées infectados (diagnostico parasitologico positivo para LVC, n=29).
¢ - Cies vacinados com Leishmune® (RIFI positiva 30 dias ap6s a vacinagio, n=21).

Numa abordagem adicional, a fim de investigar os resultados falso negativos
detectados pela AAPF-IgG, ELISA e Kalazar Detect®, ces infectados foram segregados em
assintomaticos (A), oligossintomaticos (O) e sintomaticos (S) como descrito em Material e
métodos. Os resultados, expressos em graficos de barras, demonstraram que a técnica ELISA
apresentou resultado falso negativo distribuido entre cdes O (22%) e S (3%) e nenhum
resultado falso negativo para cdes A (Figura 15). O teste Kalazar Detect® apresentou os
maiores indices de resultados falso negativos, distribuidos nos trés grupos de caes: A (25%),
0 (33%) e S (14%).

Cabe ressaltar que a analise da AAPF-IgG foi realizada utilizando a dilui¢do do soro
1:2.048, com intuito de favorecer a sensibilidade da metodologia em detrimento da
especificidade. Pode-se observar resultados falso negativos restritos ao grupo O (22%) e
nenhum resultado negativo para cdes A e S. Foi encontrado um alto indice de concordancia
entre ELISA e AAPF-IgG para identificar cdes A e S, interpretado como 6timo (Tabela 3,
Material e métodos) (kappa=0,99).
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Figura 15: Freqiiéncia de resultados falso-negativos e verdadeiro-positivos detectados por AAPF-IgG (dilui¢ao
1:2.048), ELISA ¢ Kalazar Detect® em amostras de cdes infectados com L. chagasi categorizados em
assintomaticos (A=0O, n=6) oligossintomaticos (0=0, n=9) ¢ sintomaticos (S=@®, n=14).

Os resultados foram expressos como percentual de resultados falso-negativos (-) ou verdadeiro positivos (+). A
analise estatistica foi realizada pelo indice Kappa (Kappa=0,99).

5.3. Avaliagdo do Desempenho da AAPF-IgG em Caes Imunizados
Experimentalmente com Outros Imunobioldgicos Candidatos a Imunoprofilaxia

daLVC

Embora a Leishmune® seja o tUnico imunobioldgico comercialmente disponivel
atualmente para a profilaxia da LVC, sabe-se que grupos de pesquisa tém investido seus
esforcos em desenvolver e testar outras vacinas, com objetivo de obter um custo produtivo
mais baixo em relagdo a Leishmune®, entre outros motivos. Considerando este fato, foi
proposto também avaliar o desempenho da técnica em caes vacinados experimentalmente com
outros imunobioldgicos de primeira geragcdo constituidos por antigenos brutos, candidatos a
imunoprofilaxia contra a LVC.

Como exposto na Figura 16, a AAPF-IgG, na dilui¢do do soro 1:2.048, excluiu o
diagnostico de LVC em todos os cdes vacinados com os imunobioldgicos LB e LB+SAL. Por

outro lado, cdes vacinados com as vacinas LB+SAP (80%), LB+SAP+SAL (100%) e em
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menor percentual LA+BCG (32%) apresentaram soroconversdo pos-vacinal detectada pela
AAPF-IgG. Quando os resultados foram avaliados na dilui¢do do soro 1:8.192 foi observado
redugdo significativa na taxa de resultados falso positivos. Apenas quatro caes apresentaram
valores de PPFP acima do ponto de corte, sendo dois deles vacinados com LB+SAP e outros
dois vacinados com LB+SAP+SAL ¢ LA+BCG, respectivamente. Esses dados apontam a
possibilidade de utilizagdo da AAPF-IgG para diagnostico confiavel da LVC quando outros

imunobioldgicos também estiverem disponiveis no mercado.
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Figura 16: Desempenho da AAPF-IgG para discriminar cdes imunizados com diferentes imunobioldgicos:
Leishmania braziliensis (LB=O, n=5), Leishmania braziliensis + saponina (LB+SAP=0, n=5), Leishmania
braziliensis + saliva (LB+SAL:O, n=5), Leishmania braziliensis + saponina + saliva (LB+SAP+SAL=0, n=5),
Leishmania amazonensis + BCG (LA+BCG:O, n=12).

Os graficos representam a reatividade da AAPF-IgG em amostras individuais de cdes vacinados expressos como
PPFP na diluig@o do soro 1:2.048 (grafico a esquerda) e 1:8.192 (grafico a direita). A linha pontilhada representa
o ponto de corte entre resultados negativos e positivos. Os indices especificidade e sensibilidade foram
apresentados na figura.

5.4. Analise do Grau de Reatividade Cruzada da AAPF-IgG em Amostras de

Caes Portadores de Outras Doencas Infecto-Parasitarias

Outra etapa importante na caracterizagdo do desempenho e validagao de testes soroldgicos
para diagnostico consiste na avaliagdo da reatividade cruzada da técnica. Para cumprir este
propoésito a AAPF-IgG foi aplicada em amostras de cdes infectados experimentalmente com
os patdgenos caninos Erlichia. canis (Ec=4), Toxoplasma. gondii (Tg=5), Trypanosoma. cruzi
(Tc=7) e infectados naturalmente com Leishmania. braziliensis (Lb=6) em paralelo com caes

infectados com L. chagasi (Lc=6).
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Inicialmente as amostras foram testadas por RIFI e ELISA especificos para LVC. Como
demonstrado na Tabela 9, 50% (2/4) e 25% (1/4) de caes infectados por E. canis foram
identificados na RIFI e ELISA, respectivamente. Surpreendentemente, 100% dos caes
infectados com 7. cruzi foram positivos na RIFI e 57% (4/7) pela técnica ELISA. Em relacao
aos caes infectados por L. braziliensis, foi observado que 56% (4/7) e 43% (3/7) foram
identificados por RIFI e ELISA, respectivamente. Nenhum ca@o portador de toxoplasmose foi
identificado como infectado por L. chagasi em ambos os métodos. Para avaliar o grau de
reacao cruzada na AAPF-IgG, primeiramente a reatividade de IgG foi avaliada em mistura de
soros de caes apresentando diferentes doencgas infecto-parasitarias. Como ilustrado na Figura
17 (grafico superior), a AAPF-IgG excluiu o diagndstico de LVC em caes infectados com E.
canis ¢ T. gondii, mas apresentou resultado falso positivo quando misturas de soros de caes
infectados com 7. cruzi e L. braziliensis foram testados, nas dilui¢des do soro 1:2.048 e
1:8.192. Adicionalmente, com a finalidade de identificar a contribuicao de cada doenga para o
resultado falso-positivo encontrado na mistura de soros, foram avaliadas amostras individuais.
Quando a AAPF-IgG foi aplicada na dilui¢ao 1:2.048, foram observados resultados falso
positivos em 43% (3/7) e 50% (3/6) de caes infectados com 7. cruzi e L. braziliensis,
respectivamente, comparado a 100% de resultados verdadeiros positivos em caes infectados
com L. chagasi (Figura 17 — gréafico inferior a esquerda). Na dilui¢do 1:8.192, entretanto, foi
observado uma elevada especificidade da técnica quando amostras de caes infectados com 7.
cruzi e L. braziliensis (86% e 84%, respectivamente) foram testadas, com sensibilidade
inalterada (100%) (Figura 17 — grafico inferior a direita).

Diante dos resultados obtidos, a AAPF-IgG foi qualificada como técnica aplicavel ao
diagnostico sorologico da LVC frente a possibilidade de doengas que podem co-existir em

uma mesma area endémica.
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Tabela 9 — Reacdo cruzada na RIFI e ELISA em caes portadores de diferentes patologias
caninas.

Grupo de caes

Testes
Ec (n=4) Tg (n=5) Tc (n=7) Lb (n=6)
RIFI
Positivo 02 00 07 04
Negativo 02 00 00 03
ELISA
Positivo 01 00 04 03
Negativo 03 00 03 04

Ec — cées infectados com Erlichia canis.

Tg — cées infectados com Toxoplasma gondii.

Tc — cées infectados com Trypanosoma cruzi.

Lb — cées infectados com Leishmania braziliensis.
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Figura 17: Desempenho da AAPF-IgG para discriminar cdes infectados com L. chagasi (Lc=@) de cies
infectados com outros patogenos ((E. canis=®, T. gondi=O, T. cruzi=®, L. braziliensis=@®). Os resultados
foram expressos como PPFP ao longo da curva de dilui¢do da mistura de soros (1:256 a 1: 524.288). Os
retangulos representam as dilui¢des do soro 1:2.048 ¢ 1:8.192 (grafico superior).

Os graficos inferiores representam a reatividade da AAPF-IgG em amostras individuais de cées infectados com
T. cruzi, L. braziliensis e L. chagasi expressos como PPFP na dilui¢do do soro 1:2.048 (grafico a esquerda) e
1:8.192 (grafico a direita). A linha pontilhada representa o ponto de corte entre resultados negativos e positivos.
Os indices especificidade e sensibilidade foram apresentados na figura.
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5.5. Determinagdo da Sensibilidade e Especificidade da AAPF em uma
Populacdao Inquérito Artificial Representativa do Panorama de Amostras

Destinadas ao Diagnostico Sorologico da LVC

Para finalizar esse estudo foi proposto determinar os indices sensibilidade e
especificidade da AAPF-IgG em um contexto populacional que incluisse caes representando
as diversas situagdes que caracterizam o possivel panorama de amostras para o diagnostico da
LVC. Para tal, cdes ndo-infectados (NI), cdes vacinados com diferentes imunobiologicos
(VAC, LB, LB+SAP, LB+SAP+SAL, LA+BCG) e caes infectados com outros
tripanosomatideos (Tc e Lb) foram agrupados para constituir uma populagdo inquérito
artificial denominada grupo controle. Por outro lado, caes infectados com L. chagasi (A, O e
S) foram agrupados para constituir uma populagao inquérito artificial denominada portadores
de LVC. Como ilustrado na Figura 18, a AAPF-IgG, apresentou 97% de sensibilidade e 79%
de especificidade quando os resultados foram avaliados na diluicdo do soro 1:2.048.
Adicionalmente, na diluicdo do soro 1:8.192 foi observado aumento consideravel na

especificidade (95%) e sensibilidade de 95%.
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Figura 18: Reatividade da AAPF-IgG em amostras de soros individuais de caes controles ndo infectados com L.
chagasi (Controle=0O, n=132) e infectados com L. chagasi (LVC=®, n=64).

Os resultados foram expressos como PPFP para amostras individuais na diluicdo do soro 1:2.048 (grafico a
esquerda) e 1:8.192 (gréfico a direita). A linha pontilhada representa o ponto de corte entre resultados negativos
e positivos. Os indices especificidade e sensibilidade foram apresentados na figura.

77



Inovagées Metodologicas para o Diagnostico Soroldgico da Leishmaniose Visceral Canina

Discussdo



Discussdo

O diagnodstico da LVC vem se apresentando como um problema para os servigos de
saude publica e representa um desafio para a comunidade cientifica.

Os métodos parasitolégicos, incluindo demonstragdo direta do parasito por
microscopia e isolamento do parasito em cultura de aspirado de material bioldgico constituem
métodos diagnosticos de certeza. Entretanto, o emprego dessas técnicas na rotina de
laboratorios clinicos apresenta limitagdes, principalmente devido a variabilidade e baixa
sensibilidade de tais procedimentos (OSMAN et al., 1997; REALE et al., 1999), somado ao
alto custo e necessidade de profissionais qualificados (METTLER et al., 2005). Na ultima
década, a introducdo de métodos moleculares, baseados na reagdo da polimerase em cadeia
(PCR) contribuiu para o aumento da sensibilidade com especificidade confirmada para
detectar DNA de Leishmania em amostras biologicas (PIRMEZ et al., 1999), mas também
apresentam limitacdes principalmente relacionadas ao custo operacional.

O diagnostico soroldgico, baseado na deteccdo de anticorpos especificos anti-
Leishmania, portanto, representa uma ferramenta importante, uma vez que sua utilizagao ¢
facilitada por ser menos invasiva e assim possibilitar maior praticidade.

Os estudos que abordam a resposta imune humoral na LVC apresentam um consenso
geral que os elevados niveis de anticorpos anti-Leishmania desencadeados pela infeccdo nao
apresentam efeito protetor para o hospedeiro infectado, uma vez que maiores titulos de
anticorpos estdo geralmente associados com maior morbidade da infeccdo, ou seja, de um
modo geral, niveis maiores de anticorpos parecem ter elevado valor preditivo e correlagdo
significativa com o niimero de sinais apresentados pelos caes avaliados. (ABRANCHES et
al, 1991; GENARO et al, 1992; PINELLI et al, 1994; FERRER et al, 1995;
SLAPPENDEL & FERRER, 1998; BORJA-CABRERA et al, 2002). A presenca de altos
titulos de anticorpos, caracteristicos da LVC, facilita consideravelmente o diagnostico por
testes sorologicos (BRAY, 1980).

Na pratica, entretanto, os veterindrios usualmente confrontam com resultados de
sorologia positiva duvidosos, muitas vezes incompativeis com sinais da LVC (FRANCINO et
al., 2006). As técnicas RIFI e ELISA constituem os testes sorologicos recomendados pelo
Ministério da Saude e utilizados em inquéritos soro epidemiolégicos em agdes de
monitoramento e vigilincia da LV no Brasil (MS, 2006). Entretanto, estas técnicas
apresentam limitagdes como variabilidade de sensibilidade e especificidade (ALVAR et al.,
2004). Além disso, a imunoprofilaxia mediada pela utilizacio da vacina Leishmune®, em
clinicas veterinarias de 4reas endémicas, reforgou o questionamento em relacdo a um

resultado positivo, uma vez que a RIFI e ELISA sdo incapazes de discriminar infec¢do por

79



Discussdo

Leishmania e soroconversio poés-vacinal induzida pela Leishmune®, causando sérios
problemas de dominio publico. Em relagdo a métodos soroldgicos alternativos, como o teste
de aglutinacao direta (DAT) (CARDOSO et al., 2004; SILVA et al., 2006) e o ELISA-rK39
(BURNS et al., 1993; REIS et al., 2006b), a capacidade de distinguir caes infectados daqueles
vacinados ainda nao foi esclarecida.

Diante do exposto, o desenvolvimento de uma nova técnica sorologica apresentando
alta sensibilidade e especificidade, que seja também capaz de discriminar reatividade
soroldgica pos-vacinal, em nivel individual, representa uma importante inovagao
metodologica para o diagnostico sorologico da LVC (ANDRADE et al., 2007).

A introducdo da citometria de fluxo como método para andlise sorologica trouxe uma
nova perspectiva para os estudos da resposta imune humoral na leishmaniose. Esse método
apresentou grande versatilidade, uma vez que permitiu o desenvolvimento de uma técnica
diagnostica que emprega parasitos vivos ou fixados como suporte antigénico, tornando
possivel a andlise da reatividade de anticorpos em misturas de soros ou soros individuais
(ROCHA et al., 2002, 2003, 2006; CARVALHO NETA et al., 2006, GOMES et al., 2006;
LEMOS et al., 2007).

A fim de contribuir nesse campo de pesquisa, esse trabalho propds estabelecer e
avaliar detalhadamente, segundo os critérios da epidemiologia clinica, um novo teste
diagnostico, baseado na citometria de fluxo, utilizando promastigotas fixadas de L. chagasi
como ferramenta para deteccdo de imunoglobulinas em soros caninos. A populagdo de estudo
foi constituida por uma populagdo canina que incluiu cdes ndo infectados, caes infectados
com L. chagasi apresentando diferentes formas clinicas, cdes imunizados por Leishmune®,
outros imunobioldgicos candidatos a imunoprofilaxia contra LVC e caes infectados com
outros patogenos.

Nesse estudo, inicialmente foram padronizados as concentragdes dos anticorpos
secundarios a serem utilizados na AAPF e avaliados os perfis de reatividade sorologica
encontrados para as imunoglobulinas (IgM, IgA, IgG, IgGl, IgG2 e IgE) de caes nao
infectados, portadores de LVC e vacinados com Leishmune®. Os resultados encontrados
sugeriram a possibilidade de utilizacdo da técnica para discriminar sorologicamente estes
caes.

Na padronizagdo da AAPF-IgE optou-se por realizar uma pré-tratamento das amostras
de soro para retirada de IgG uma vez que nao foi observada reatividade na AAPF-IgE (dado
nao mostrado). SOUZA-ATTA et al. (1999) demonstraram que a deple¢ao de IgG com RF
absorbent permitiu a deteccdo de IgE em soros de pacientes com doengas parasitarias. Diante

desse achado foi suposto que a alta concentragdo de IgG no soro de cdes infectados,
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caracteristico da LVC, poderia competir com IgE pela ligacdo aos receptores e por esse
motivo essa imunoglobulina ndo havia sido detectada por meio da AAPF.

Dessa forma, foi proposto um protocolo de adsorcao de IgG das misturas de soros
caninos por meio de pré-tratamento com RF absorbent ¢ também proteina A ou proteina G,
conforme descrito por alguns autores (JOHANSSON et al., 1978; PENG et al., 1993;
NILSON et al., 1986). No presente estudo optou-se pelo pré-tratamento utilizando proteina G,
conforme condi¢des descritas em Material ¢ métodos, uma vez que possibilitou eliminagao
completa da reatividade de IgG da mistura de soros de caes pertencentes aos grupos NI e INF
(Figura 5). A escolha pela utilizagdo da proteina G foi baseada também no trabalho de PENG
et al. (1991) que demonstrou a capacidade da proteina A em adsorver 87% de IgE presente
em soro canino, além de IgG, diferentemente da proteina G, ao qual adsorveu a IgG, mas nao
adsorveu a IgE.

Embora tenha sido padronizado o protocolo para adsor¢do de IgG do soro de caes dos
grupos NI e INF, os resultados da AAPF-IgE demonstraram que ndo foi possivel detectar IgE
anti-Leishmania por meio da AAPF, mesmo em soros pré-tratados. E possivel que os
receptores especificos para IgE tenham sido degradados no processo de preparacao do suporte
antigénico utilizado no teste.

Alguns trabalhos tém demonstrado a presenca de IgE em caes portadores de LVC,
sobretudo apresentando a forma sintomatica (INIESTA et al., 2004; ALMEIDA et al., 2005;
Reis et al., 2006b), o que demonstra a importancia dessa imunoglobulina no contexto da
doenga. Portanto, a padronizacdo da deteccdo dessa imunoglobulina por meio da citometria de
fluxo utilizando parasitos vivos como antigenos, conforme o estudo de ROCHA et al. (2004),
constitui perspectiva do presente trabalho.

A avalia¢ao do desempenho dos testes (AAPF-IgM, IgA, IgG, IgG1 e IgG2) por meio
de vérios indices estatisticos permitiu qualificar a AAPF-IgA, IgG e IgG2 como técnicas
aplicaveis para o diagndstico sorologico da LVC. Embora tenha sido observada sensibilidade
elevada na AAPF-IgM (90%), a especificidade foi baixa (60%). E possivel que o baixo valor
de especificidade encontrado deva-se a presenca de moléculas de IgM polirreativas presentes
nos soros dos caes NI, que poderiam ligar-se a carboidratos da superficie da Leishmania,
como por exemplo o LPG, e assim gerando resultados falso positivos.

Embora ndo esteja bem definida na literatura a associag@o entre um padrao de resposta
humoral anti-Leishmania associada a resisténcia ou susceptibilidade na LVC, pesquisadores
relatam menores titulos de anticorpos circulantes em caes assintomaticos, com presenca
predominante de IgG1 associada a uma menor carga parasitaria em diversos tecidos. Por outro

lado, caes sintomdticos apresentam elevada produc¢do de imunoglobulinas tais como IgM,
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IgA, 1gG2 e IgE (REIS et al., 2006a, b). A presenca de IgG2 e IgE na forma clinica
sintomadtica poderia indicar associacdo dessa forma clinica com a resposta imune do tipo 2
(REIS et al., 2006b). Estes resultados refletem diretamente no diagndstico soroldgico das
diferentes formas clinicas da LVC.

Foi encontrada baixa sensibilidade para AAPF-IgGl (59%). A andlise dos dados
demonstrou que tanto caes assintomaticos (3/6) como oligossintomaticos (2/9) e sintomaticos
(3/14) apresentaram valores de PPFP abaixo do ponto de corte na avaliagao de IgG1 (dados
ndo mostrados). Esses achados corroboram com estudos que demonstraram niveis
extremamente variaveis de IgG1 encontrados em caes infectados com L. chagasi, incluindo
assintomaticos e oligossintomaticos (DEPLAZES et al., 1995; SOLANO-GALLEGO et al.,
2001; REIS et al., 2006a). IgG1 foi detectada somente em uma pequena propor¢ao de caes
apresentando infec¢do recente ou assintomatica (QUINNELL et al., 2003).

As andlises da AAPF-IgA, IgG e IgG2 demonstraram que essas técnicas apresentaram
elevado desempenho para o diagnéstico soroldgico da LVC (Tabela 4), com valores positivos
de PPFP (PPFP>20%) confinados em uma regido de alta reatividade sorologica na AAPF-IgG
e IgGG2, o que permite seguranca na analise dos resultados (Figura 9).

Os valores preditivos sao indicadores utilizados para complementar a interpretagao do
resultado de um teste diagnodstico. Constituem variaveis dependentes da sensibilidade e
especificidade da técnica e também da prevaléncia da doenca ou infec¢do numa determinada
regido. A prevaléncia atual da LVC no Brasil oscila, em regides endémicas, entre 5 e 10%
(ALVES et al., 2004). Nessa faixa de prevaléncia foi possivel observar que a AAPF-IgA, IgG
e IgG2 apresentaram ganho nos valores preditivos negativos, gerando assim, minimizacgao de
resultados falso negativos (Tabela 5).

No ambito da reatividade diferencial entre caes infectados e vacinados, estudos
demonstraram que a reatividade média de IgG, especificamente a razao anti-FML IgG1/IgG2,
foi capaz de discriminar grupos de animais infectados por L. chagasi e animais vacinados
com Leishmune® (DE OLIVEIRA MENDES et al., 2003). Estes autores demonstraram uma
razdo IgG1/IgG2 diferencial entre cdes infectados e vacinados, por FML-ELISA e sugeriram
que uma maior detec¢ao do isotipo IgG1 foi associado com infec¢do natural enquanto uma
maior deteccao do isotipo IgG2 foi relacionado com prote¢do vacinal. Embora esta técnica
tenha demonstrado aplicabilidade em distinguir reatividade entre grupos de animais, esse tipo
de abordagem possui utilizagdo restrita em laboratdrio clinico, uma vez que a andlise de
determinado resultado soroldgico deve ser considerada em nivel individual, para liberagdo de

um resultado conclusivo.
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Assim, foi proposta a avaliacdo das AAPFs para andlise de reatividade diferencial
entre cdes dos grupos INF e VAC, inicialmente aplicada na dilui¢do do soro 1:2.048, para
distinguir infecg¢do e soroconversao pos-vacinal, em nivel individual. Enquanto a maioria dos
cdes pertencentes ao grupo VAC apresentou resultado negativo (76%) pela AAPF-IgG
(diluicao do soro 1:2.048), uma freqiiéncia bem menor de resultados negativos foi observada
na AAPF-IgG2 (43%). Foi demonstrado que a AAPF-IgG apresentou elevado desempenho
para o diagnostico diferencial da LVC (Figura 11). Cabe ressaltar que diferengas inerentes a
imunofluorescéncia encontrada na avaliacao de cada imunoglobulina, tal como a dilui¢cdo do
anticorpo secundario (1:1.000 para IgG1 e 1:500 para IgG2) pode ser responsavel por este
fato. E importante comentar que a reatividade expressa sob a forma de PPFP reflete a
quantidade de anticorpos caninos ligados a superficie do parasito, mas também a quantidade
de moléculas de fluorocromo (FITC) presente em cada anticorpo secundario (informagao nao
disponibilizada pelo fabricante). Portanto, a razdo fluorocromo/anticorpo conjugado deve ser
considerada juntamente com a estequiometria da ligacdo antigeno-anticorpo quando se deseja
comparar as AAPFs, o que ndo constitui foco do presente trabalho. Segundo QUINNEL ef al.
(2003) a controvérsia dos estudos relacionados a subclasses de IgG pode ser devido a natureza
policlonal dos anticorpos utilizados comercialmente. Outro aspecto ¢ a natureza do antigeno
utilizado e o principio de cada metodologia.

A AAPF-IgA apresentou bom desempenho para o diagndstico diferencial da LVC
(Tabela 6). Entretanto, foi observado um niimero de resultados muito proximos ao ponto de
corte para o grupo INF (Figura 11), o que representa uma limitagdo para o uso dessa técnica
no diagnodstico da LVC. A dispersdo observada nos valores de PPFP na AAPF-IgA para caes
INF pode ser um reflexo das diferencas sorologicas inerentes as formas clinicas que
compuseram este grupo. REIS er al. (2006b) demonstraram que cades assintomaticos
apresentaram titulos significativamente mais baixos de IgA que cades sintomaticos.
Adicionalmente, estudos demonstraram que plasmdcitos produtores de IgA fazem uma rota de
circulacdo entre as mucosas ¢ a medula o6ssea (CYSTER, 2003). Na LVC, o intenso
parasitismo medular fornece intensa estimulacdo antigénica para plasmocitos de cdes que
apresentam maior carga parasitdria nestes oOrgdos. Sendo assim, cdes sintomaticos, que
apresentam maior carga parasitaria na medula (REIS et al., 2006a), poderiam apresentar
maior producdo de IgA e conseqiientemente maiores valores de PPFP, comparado aos caes
assintomaticos. Nesse contexto, acredita-se que a AAPF-IgA poderia contribuir no
prognostico e acompanhamento de protocolos terapéuticos de caes portadores de LVC.

A diluicao do soro também representa fator importante em metodologias sorologicas

semi-quantitativas. Foi observado que, na dilui¢do do soro 1:8.192, a AAPF-IgG apresentou
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melhor performance comparado a diluicdo 1:2.048 (Figura 12). Adicionalmente, a andlise
descritiva da razao de verossimilhanca permitiu a interpretagdo dos dados em diferentes faixas
de PPFP, confirmando aplicabilidade da AAPF-IgG para distinguir os caes pertencentes aos
grupos INF e VAC, quando aplicadas na diluicdo do soro 1:8.192. Quando encontrados
valores de PPFP>80%, na AAPF-IgG, na diluicdo do soro 1:2.048, significa que estes
resultados praticamente confirmam o resultado de LVC. Adicionalmente, a analise da AAPF-
IgG na diluicao 1:8.192 contribui consideravelmente para confirmacdo do resultado, pois
associado a capacidade de um valor de PPFP<20% excluir o diagndstico de LVC, valores de
PPFP acima de 20%, apresentam uma chance minima de vir de um cao VAC.

Um ponto importante, entretanto, ¢ que embora a andlise dos dados na diluigdo
1:8.192 tenha apresentado melhor desempenho, a avaliagdo dos resultados na dilui¢dao do soro
1:2.048 pode favorecer a sensibilidade do teste, o que seria essencial na deteccao de amostras
apresentando baixa quantidade de anticorpos IgG, como por exemplo cdes em uma fase
precoce da infecgdo ou cades assintomdticos. Pesquisadores sugerem que métodos que
apresentam alta sensibilidade sdo imprescindiveis para utilizagdo em programas de vigilancia
e controle ou para diagnostico de caes originarios de areas endémicas ou assintomaticos
(DEPLAZES et al., 2005). Por outro lado, a andlise de resultados em diluicdes maiores
poderia resguardar a especificidade da técnica. Dessa forma, uma boa estratégia seria a
avaliacdo dos resultados nas duas diluigdes do soro (1:2.048 e 1:8.192) para fornecer
interpretagdo dos resultados individuais com maior seguranga, minimizando resultados falso
negativos e falso positivos. A andlise da AAPF-IgG na dilui¢do do soro 1:2.048 poderia
assegurar inclusdo de todos os caes infectados, inclusive cdes apresentando infeccdo recente e
assintomaticos. Por outro lado, um resultado positivo (PPFP>20%), na diluicdo do soro
1:8.192, apresentaria uma chance minima de vir de um cdo nao infectado, excluindo, assim, o
diagnostico de LVC em casos onde a reatividade de IgG devido a soroconversao pos-vacinal
representa um problema.

A avaliacdo da aplicabilidade de um teste refere-se a quanto, em termos quantitativos,
o teste ¢ util para diagnosticar um evento. Com objetivo de avaliar a aplicabilidade da AAPF-
IgG, foi usado um maior nimero de soros de caes NI, INF e VAC. Pode-se confirmar a alta
sensibilidade (95%) e especificidade (100%) da técnica (diluicdo do soro 1:8.192) para
distinguir os trés grupos de cdes em nivel individual (Figura 13). Assim, esse resultado re-
enfatizou o elevado desempenho da AAPF-IgG.

No Brasil, sabe-se que a RIFI tem sido a metodologia mais utilizada para diagndstico
da LVC. Embora as vantagens dessa técnica sejam reconhecidas, como facilidade na

execugdo, rapidez na emissdo de resultados e baixo custo, autores demonstraram que a RIFI
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apresenta problemas em relacdo a sua precisdo, tal como baixa sensibilidade para detectar
cdes assintomaticos e especificidade variavel (VALLI et al., 1999), além da reatividade
cruzada com outras doencas (CAMARGO E REBONATO, 1969; BADARO et al., 1986).
Assim, a utilizagdo da RIFI na rotina laboratorial pode comprometer a efetividade do
programa de controle do calazar por estar deixando de detectar cdes infectados e, por outro
lado, indicando o sacrificio de cdes ndo infectados. Essas incertezas geram atitudes como a
nao indicagdo de eutandsia de animais positivos e, inclusive, a recomendagao de tratamento
desses animais.

A comparagdo entre técnicas convencionais € novas técnicas propostas como
inovagdes torna-se imprescindivel para justificar a implementacdo dessas ultimas.
Considerando o desempenho da AAPF-IgG em paralelo com os testes sorologicos
recomendados pelo Ministério da Saade (RIFI e ELISA) como ferramentas para discriminar
caes NI, INF e VAC, os resultados demonstraram que todos os cdes VAC apresentaram
sorologia negativa por AAPF-IgG (diluicdo do soro 1:8.192) enquanto 100% mostraram
resultados positivos quando avaliados por RIFI e 19% quando avaliados por ELISA (Figura
14). Estas descobertas corroboram com os estudos de DE OLIVEIRA MENDES et al. (2003)
que demonstraram elevada soropositividade pela RIFI apds completa vacinagdo com
Leishmune®. Esses dados retomam a discussdo frente a situacdo de sacrificio de animais
saudaveis apresentando resultados falso positivos, demonstrando a necessidade do
aprimoramento de técnicas diagndsticas. Assim, embora a RIFI represente o teste de
referéncia para o diagndstico da LVC, sua avaliagao deveria ser revisada. Além da baixa
especificidade ja mencionada anteriormente, sua aplicacdo tem sido considerada limitada
devido a interpretacdo subjetiva dos resultados e a baixa reprodutibilidade entre diferentes
laboratorios (GRADONI, 1999). Cabe ressaltar também que outros trabalhos ja constataram a
auséncia ou baixa correlagao entre RIFI e ELISA, mesmo quando o mesmo antigeno foi
utilizado em ambas as técnicas (RACHAMIM et al., 1991; GOTTSTEIN et al., 1988). A
razdo pela discordancia entre testes soroldgicos ndo ¢ totalmente compreendida, embora
alguns fatores sejam conhecidos, mas de dificil controle. Estdo vinculados em parte a
estabilidade e especificidade do antigeno utilizado, a estabilidade dos reagentes utilizados no
teste e a possibilidade de uma leitura visual dependente da qualificagdo e experiéncia dos
técnicos responsaveis (MS, 1999).

Uma vez que a AAPF-IgG demonstrou melhor capacidade para excluir o diagndstico
de LVC em caes vacinados (Figura 14), deve ser recomendada como método complementar

para confirmagdo de diagndstico. Adicionalmente, a AAPF-IgG apresentou menor percentual
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de resultados falso negativos em cdes infectados com L. chagasi, representando uma
ferramenta mais confiavel para o diagnostico de LVC.

Estudos tém demonstrado que a incidéncia da LV no Brasil ainda ndo atingiu niveis
aceitaveis diante dos esfor¢cos do Ministério da Satide no controle da doenga (VIEIRA et al.,
1998; PALATNIK DE SOUZA et al., 2001). Dentre os fatores responsaveis por esse fato
encontram-se as limitagdes das técnicas convencionais (RIFI e ELISA) ja mencionadas
anteriormente somado a demora na liberagdo dos resultados desses testes, que poderiam
contribuir de forma significativa para o fracasso dos programas de controle. Nesse contexto,
pesquisadores sugerem que a aplicagdo de um teste rapido seria importante para a retirada
imediata dos cdes infectados, além de ser um método ndo invasivo e que nao requerer técnicos
especializados e equipamentos para sua execucdo (DELGADO et al., 2001; MOHEBALI et
al., 2004). Baseado nessas informagdes, esse trabalho propos avaliar o desempenho da AAPF-
IgG em paralelo com o teste rapido Kalazar Detect® para diagnostico da LVC em uma
populacdo que incluiu cies vacinados com Leishmune®. Os resultados demonstraram que
tanto o teste rapido quanto a AAPF-IgG excluiram o diagndstico de LVC em cdes nao
infectados e cdes vacinados com Leishmune®, entretanto, o Kalazar Detect® apresentou
sensibilidade inferior a AAPF-IgG para diagnosticar cdes infectados (Tabela 8). Esses
achados foram condizentes com estudos que encontraram uma sensibilidade de 70,9%
(MOHEBALI et al., 2004) e especificidade de 100% (MOHEBALI et al., 2004, OTRANTO
et al., 2004) para o Kalazar Detect®. Assim, embora a reatividade ao antigeno rK39 seja um
indicador de doenca causada por L. chagasi (BADARO et al., 1996), os testes baseados em
sua deteccao poderiam fornecer resultados falsos negativos.

Uma vez avaliados os desempenhos das técnicas sorologicas, tornou-se pertinente
averiguar o desempenho dos testes segregando os animais nas diferentes formas clinicas da
doenca. Surpreendentemente, ELISA e AAPF-IgG foram capazes de identificar todos os caes
assintomaticos (Figura 15). Esse dado foi interessante uma vez que os cdes assintomaticos
representam aproximadamente 50% da populagdo canina soropositiva, contribuindo
fundamentalmente na epidemiologia da doenca (POZIO et al., 1981; ABRANCHES et al.,
1991). Além disso, essa forma clinica tem sido relacionada a baixa sensibilidade apresentada
pelos testes sorologicos (LEONTIDES et al., 2002).

Os resultados do presente estudo demonstraram que os dois testes, AAPF-IgG e
ELISA, apresentaram resultados negativos em dois cdes oligossintomaticos (22%) (Figura
15). Na avaliagdo da carga parasitaria dos mesmos foi observada auséncia de parasitos na

medula Ossea e baixa carga parasitaria na pele (dados ndo mostrados). Sendo assim, acredita-
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se que tais cdes representem casos de infec¢do recente, considerando que autores sugeriram
que a sensibilidade de deteccdo do anticorpo ¢ geralmente baixa em infecgdes recentes
(METTLER et al., 2005). Segundo DYE et al. (1993), mesmo utilizando-se métodos
sorologicos eficientes, 20% dos animais em fase inicial da doenga podem estar em periodo de
incubagdo ou soro conversdo, o que auxilia na compreensdo dos resultados falso negativos
encontrados nos testes sorologicos.

Segundo ABRANCHES et al. (1991) os niveis de anticorpos especificos aparecem a
partir de 1,5-3 meses ap0s a infec¢dao experimental com L. infantum. Por outro lado, segundo
HOMMEL et al. (1995) os niveis de anticorpos IgG anti-Leishmania estdo frequentemente
elevados, muito antes do aparecimento dos primeiros sinais clinicos em caes infectados com
L. infantum, mas comegam a cair quatro meses apos a intervengao terapéutica (ALVAR et al.;
1994). Embora ABRANCHES et al. (1991) ndo encontraram correlagdo entre gravidade da
doenga e titulos de IgG total enquanto OLIVEIRA et al. (1993) encontraram altos titulos em
cdes assintomaticos ou subclinicos. Em 4area endémica ¢ muito comum o encontro de
numerosos caes assintomaticos soropositivos. Por outro lado, também se observam nas
mesmas condi¢des inumeros caes assintomaticos soronegativos € PCR positivos (SOLANO-
GALEGO et al., 2001). Recentemente foi demonstrado que 62% de cdes com diagndstico
soroldgico e parasitologico negativo apresentavam reagdo de PCR positiva para L. chagasi
(ANDRADE et al., 2006). Esses resultados reforcam a hipotese de que os métodos
diagnosticos utilizados em areas endémicas subestimam o numero de caes infectados. Na
verdade, um numero consideravel de caes positivos ndo sdo detectados na sorologia
convencional e permanecem como reservatorios, possivelmente interferindo no controle da
LV. Estudos sugerem que 90% dos cdes assintomaticos de area endémica desenvolvem a
infeccdo e evoluem para a forma sintomatica em um periodo que pode ser longo (ALENCAR,
1959; LANOTTE et al., 1979).

O Kalazar Detect® apresentou resultados falso negativos em amostras de cies
apresentando as trés formas clinicas da doenga (Figura 15). Entre essas amostras
soronegativas, 72% (5/7) apresentavam titulos inferiores a 1:320 avaliadas pela RIFI (dado
nao mostrado). Esse resultado ¢ concordante com o trabalho de GENARO et al. (1997) que
demonstrou diminuic¢ao da sensibilidade do método cromatogréfico utilizando o antigeno rk39
quando testado em soros de cdes com titulos na RIFI entre 1:40 até 1:320.

Considerando o desempenho da AAPF-IgG em amostras de cdes imunizados com
outros imunobioldgicos, os resultados apontam que a metodologia apresentara elevado
desempenho quando amostras destes caes também forem avaliadas quanto ao diagndstico da

LVC. Dentre os imunobioldgicos avaliados, aqueles que induziram soroconvesdo pos-vacinal
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em um maior numero de cdes detectada pela AAPF-IgG (diluigdo 1:2.048) foi LB+SAP,
LB+SAP+SAL e LA+BCG (Figura 16 — grafico a esquerda). Acredita-se que estes caes
tenham produzido maior quantidade de anticorpos IgG devido a natureza do adjuvante
utilizado na preparagdo vacinal.

A fun¢do dos adjuvantes ¢ aumentar e direcionar a resposta imune especifica a
antigenos vacinais, eles podem seletivamente aumentar diferentes componentes da resposta
imune, tais como um particular isotipo de imunoglobulina. Sabe-se que a saponina, o
adjuvante empregado nas vacinas LB+SAP, LB+SAP+SAL, bem como na Leishmune®, faz
parte de um grupo heterogéneo de esterois glicosideos e triterpenodides glicosideos que estdo
presentes em uma ampla variedade de plantas, distribuida pela casca, folhas, caule, raizes e
flores e que induz um perfil imunoldgico misto (Tipo 1 e 2), mas preferencialmente do tipo 1,
o que favoreceria menor resposta humoral (MILGARTE e ROBERTS, 1995). J4 o BCG
utilizado como adjuvante na vacina LA+BCG ¢ derivado do Mycobacterium bovis, utilizado
mundialmente na prevencao da tuberculose (BARBOSA et al., 2003). O BCG tem sido
estudado amplamente nas ultimas décadas, tendo sido demonstrado o seu importante papel na
potencializacdo da resposta imune humoral de longa duracdo (WARREN et al., 1988). Sabe-
se que o BCG induz um perfil de resposta imunologica misto o que poderia favorecer a
reposta humoral (SINGH e O'HAGAN, 2002; SCHIJNS, 2002; SINGH ¢ O’HAGAN, 2003;
LIMA et al., 2004).

Apesar do fator inerente a resposta imunologica induzida pelo adjuvante utilizado na
composi¢ao vacinal, a AAPF-IgG, aplicada na diluicdo do soro 1:8.192, apresentou bom
desempenho para excluir o diagnostico de LVC em caes submetidos a protocolos vacinais
com a maioria dos imunobiolédgicos, candidatos a imunoprofilaxia contra LVC.

Uma importante limitagdo das técnicas soroldgicas empregadas na rotina para o
diagnostico da LVC consiste na reacdo cruzada entre infecgdes, o que pode gerar dados
epidemiologicos equivocados e diagndstico individual falho da LVC (COSTA et al., 1991;
LIRA et al., 2006; PALATNIK DE SOUZA et al., 2001; MANCIANTI et al., 1995; DYE et
al., 1993). Uma das principais limitagdes da RIFI ¢ justamente a ocorréncia de reacdes
cruzadas com leishmaniose tegumentar e doenca de Chagas, o que dificulta a interpretagao de
dados epidemiologicos, uma vez que no Brasil existe sobreposicao destas trés doencas em
certas regides (GONTIJO e MELO, 2004). Essa informag¢do corrobora com estudos que
demonstraram reatividade cruzada em amostras de soro de cdes infectados com 7. cruzi e L.
braziliensis analisadas por RIFI e ELISA (FERREIRA et al., 2007). COSTA et al. (1991)
também demonstraram 75% de reatividade cruzada entre LVC e leishmaniose cutanea e 83%

com doeng¢a de Chagas, quando as amostras foram avaliadas por RIFI. O teste ELISA
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apresentou resultados falso positivos em soro de cdes portadores de doencas bacterianas e
parasitarias, particularmente doenca de Chagas (ROFFI et al., 1980; BADORO et al., 1986;
MANCIANTI et al., 1996).

Na avaliacdo da reatividade cruzada da AAPF-IgG (diluicdo do soro 1:8.192) foi
excluido diagnostico de LVC na maioria dos cdes portadores de outras infec¢des e observado
sorologia positiva em apenas dois caes (Figura 17). Cabe salientar que a presenc¢a de infecgdo
por L. chagasi ndao pode ser descartada nestes dois animais, uma vez que estas infecg¢des
podem co-existir em uma mesma regiao. Os resultados encontrados pela AAPF-IgG refor¢am
o excelente desempenho da técnica, uma vez que apresentou baixo indice de reatividade
cruzada com outros patdgenos caninos relevantes.

O desenvolvimento de um teste diagnodstico requer, além do estabelecimento da
metodologia, a analise do seu desempenho utilizando um grupo de amostras
comprovadamente positivo (casos clinicos) e um grupo de amostras comprovadamente
negativo para a doenca em questdo (grupo controle). Em relagdo ao grupo controle ¢
importante que esse seja composto também por amostras que representem outras situagdes
clinicas que possam ser confundidas com a doenga em questdo. Nesse contexto, foi proposto
avaliar qual seria o desempenho da AAPF-IgG diante de um panorama complexo de amostras,
representativo de todas as situagdes clinicas que poderiam concorrer a resultados falso
positivos do teste: caes nao infectados, caes vacinados com diversos imunobioldgicos contra
LVC e caes portadores de outras doengas infecto-parasitarias. Em conjunto, a analise dos
resultados da AAPF-IgG demonstrou que diante de um panorama diversificado de amostras o
desempenho do método continuou elevado. A andlise dos dados nas duas dilui¢des (1:2.048 e
1:8.192), como sugerido anteriormente para obtencdo de um resultado mais confiavel,
demonstrou pequena redu¢do na sensibilidade (97%—95%) quando os soros foram menos
diluidos (1:2.048), com ganho consideravel na especificidade (78%—95%) quando os soros
foram mais diluidos (1:8.192) (Figura 18).

Baseado nas informagdes geradas neste estudo acredita-se que o elevado desempenho
da imunofluorescéncia por citometria de fluxo demonstrado nesse estudo pode ser devido a
fotomultiplicadores presentes no sistema, que amplificam a fluorescéncia do anticorpo
secundario e possibilitam a anélise em altas dilui¢des do soro e deteccdo de baixos titulos de
anticorpos, em comparacao com as técnicas soroldgicas convencionais, o que favorece tanto a
sensibilidade como a especificidade do método. Além disso, a capacidade do citometro de
fluxo em contar 5.000 parasitos por ensaio contribui para a confiabilidade desta metodologia

em relagdo a outras técnicas. Um outro ponto importante consiste na elimina¢ao da influéncia
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do manipulador na leitura do resultado, além da possibilidade de avaliar grande ntimero de
amostras em um mesmo ensaio.

Acredita-se que a utilizacdo da citometria de fluxo em ensaios soroldgicos na rotina de
um laboratorio clinico apresenta-se vidvel para complementar o diagnostico conclusivo de
LVC, considerando que diversos laboratorios clinicos tém investido na aquisicio de um
citometro de fluxo para avaliagcdes fenotipicas. Além disso, a possibilidade de se trabalhar
com micro técnicas, permite que a metodologia seja desenvolvida minimizando o uso de
grandes volumes de reagentes, conseqiientemente favorecendo um menor custo final do teste.

Diante do exposto, acredita-se que a utilizagdo da AAPF-IgG, em laboratérios de
referéncia para o diagndstico da LV, contribuirda fundamentalmente no esclarecimento
diagnostico da soropositividade observada pelas técnicas convencionais, fornecendo uma

inovagdo metodoldgica concreta no ambito do diagndstico sorologico da LVC.
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As evidéncias que embasam a conclusdo geral desse trabalho estdo listadas abaixo:

1- Nesse estudo foram estabelecidos procedimentos metodologicos para a pesquisa de
anticorpos anti-formas promastigotas fixadas de L. chagasi por citometria de fluxo designados

AAPF-IgM, AAPF-IgA, AAPF-IgG, AAPF-IgG1, AAPF-IgG2 e AAPF-IgE.

A - Foram padronizadas as dilui¢des dos anticorpos secundarios anti-IgM (1:500), IgA
(1:500), IgG (1:1.000), IgG1 (1:500), IgG2 (1:1.000) e IgE (1:100) a serem empregadas na
pesquisa de anticorpos anti-formas promastigotas fixadas de Leishmania chagasi (AAPF) por

citometria de fluxo;

B - Foram identificados perfis soroldgicos distintos de imunoglobulinas detectadas por meio
das AAPFs para caes ndo infectados (IgM>IgG>IgG2=IgG1>IgA>IgE), cdes portadores de
LVC (IgG>1gG2>IgM>IgG1=IgA>IgE) e animais vacinados com Leishmune®,
(IgM>1gG2>IgG>IgG1>IgA>IgE);

C - A analise dos indices expressos em percentual e em chance qualificou a AAPF-IgA e
AAPF-IgG como técnicas de elevado desempenho, apresentando alta sensibilidade e maior
especificidade com potencial de exclusdo de diagnostico de LVC em caes vacinados com
Leishmune®. A analise adicional dos resultados da AAPF-IgG, aplicada na diluicdo do soro
1:8.192, elegeu a pesquisa de IgG pela AAPF como o método de melhor desempenho para o

diagnostico soroldgico diferencial da LVC.

D - AAPF-IgG foi aplicavel ao diagnodstico soroldgico da LVC quando empregada em um

maior numero de amostras;

2- A AAPF-IgG apresentou desempenho superior comparado a técnicas convencionais (RIFI

e ELISA) e ndo convencional (Kalazar Detect®) aplicadas ao diagnostico diferencial da LVC;

3 - A AAPF-IgG possui potencial para exclusdo de diagnostico de LVC em caes vacinados
com outros imunobiologicos canditados a imunoprofilaxia da LVC, compostos por antigeno

bruto de Leishmania associados a diferentes adjuvantes;
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4 - A AAPF-IgG possibilitou excluir o diagnéstico de LVC em amostras de caes portadores
de toxoplasmose e erlichiose, com baixo indice de rea¢do cruzada em amostras de caes

portadores de leishmaniose tegumentar e doenga de Chagas.

5 - Diante de um panorama diversificado de amostras caninas, a AAPF-IgG demonstrou

desempenho excelente para o diagnostico soroldgico diferencial da LVC.

Os resultados gerados nesse estudo sugerem que a pesquisa de anticorpos IgG anti-L.
chagasi, por citometria de fluxo, apresenta-se como potente metodologia complementar no
diagnéstico diferencial da LVC, podendo subsidiar os orgios responsaveis pelo controle da
LV no Brasil na implementagdo de medidas de controle ora vigentes, contribuindo para
utilizacdo segura de imunobioldgicos em programas nacionais de imunoprofilaxia da

leishmaniose visceral.
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Este certificado expira-se em 24.04.2007.
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4/24/2002.

This certificate expires in 4/24/2007.
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