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RESUMO

PINEDO-CANCINO, V. Avaliagao imunodiagnodstica de antigenos excretados-secretados de
L. (L.) amazonensis, L. (V.) braziliensis e L. (L.) chagasi na Leishmaniose visceral humana e
canina. 127 f. Dissertacdo (Mestrado) — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de
S3o Paulo, Sdo Paulo, 2009.

As leishmanioses sdo doencas tropicais endémicas prevalentes em varios paises,
inclusive no Brasil. Dentre estas se destaca a leishmaniose visceral (LV) ou kalazar que é a
forma de maior letalidade. No Estado de Sao Paulo o problema é alarmante e afeta tanto o
homem como o cdo. Leishmanias liberam no meio de crescimento moléculas de sua
membrana e varios estudos mostram sua importancia na inducdo da imunidade mediada
pelas células T e B incluindo a producdo de altos niveis de imunoglobulinas G-anti-
leishmania. Este trabalho aborda a avaliacdo dos exoantigenos de L. (L.) amazonensis, L. (V.)
braziliensis e L. (L.) chagasi, comparados ao antigeno total, no diagndstico da leishmaniose
visceral humana e canina, por ELISA e Immunoblotting. A sensibilidade de 100% foi obtida
tanto para os exoantigenos como para os antigenos totais, independente da espécie de
Leishmania empregada, no ELISA. A melhor especificidade foi apresentada pelo ELISA que
utilizou exoantigenos tanto no diagnostico da LV humana como canina, sendo que a melhor
especificidade e maiores titulos foram apresentados pela espécie L. (L.) chagasi.
Sensibilidade e especificidade de 100% foram apresentados pelo Immublotting que utilizou
exoantigenos de L. (L.) chagasi (IBleish), no diagndstico da LV canina, sem reatividade
cruzada com cdes infectados com T. cruzi. Os dados obtidos no IBleish-L. (L.) chagasi nos
conduzem a pensar que esta metodologia poderia ser utilizada como um teste diagndstico
confirmatorio na Leishmaniose canina, uma vez que em humanos este teste reage

cruzadamente com uma pequena porcentagem de pacientes com leishmaniose tegumentar.

Palavras-chave: Leishmaniose visceral. Exoantigenos. Leishmania (L.) chagasi. ELISA.

Immunoblotting. Diagndstico soroldgico.



ABSTRACT

PINEDO-CANCINO, V. Evaluation of excreted-secreted antigens of L. (L.) amazonensis, L.
(V.) braziliensis and L. (L.) chagasi in imunodiagnosis of human and dog Visceral
leishmaniasis. 127 p. Dissertation (Master) — Institute of Biomedical Sciences, University of
S3o Paulo, Sdo Paulo, 2009.

Leishmaniasis are endemic tropical diseases prevalent in several countries, including
Brazil. Among them, visceral leishmaniasis (VL) or Kala-azar, is the form with the greatest
potential for mortality, it is a new problem that grows in Sdo Paulo State, affecting men and
dogs. The molecules released from Leishmania membrane are excreted-secreted
(exoantigens) into culture medium, have been showing that are important in the induction
of T and B cells immunity, stimulating high production of IgG antibodies. Our work was
carried out with exoantigens of L. (L.) amazonensis, L. (V.) braziliensis and L. (L.) chagasi by
ELISA and Immunoblotting and the results were compared with total parasites extract
applied in the diagnosis of canine and human visceral leishmaniasis. A sensitivity of 100%
was reached by all antigens independent of the specie of Leishmania employed. Exoantigens
showed the best index of specificity for VL diagnosis of humans and dogs, but exoantigens
from L. (L.) chagasi showed the best specificity with high titres. The Immunoblotting that
used the exoantigens of L. (L.) chagasi (IBleish) showed 100% sensitivity and specificity in the
canine VL. The IBleish-L. (L.) chagasi did not showed cross-reactivity with dogs infected with
T. cruzi. These data led us to think that it could be a reliable method for confirmatory
diagnostic and epidemiological assays, especially to help the diagnosis of Canine

leishmaniasis.

Keywords: Visceral leishmaniasis. Exoantigens. Leishmania (L.) chagasi. ELISA.

Immunoblotting. Serodiagnosis
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1 INTRODUCAO

1.1 Etiologia e Epidemiologia das Leishmanioses

O grupo de doencas conhecidas como “Leishmanioses” sdo causadas por
protozodrios  intracelulares  heteroxenos da  Ordem  Kinetoplastida,  familia
Trypanosomatidae, género Leishmania. De acordo com a evolugdo dos parasitas no trato
digestivo do inseto o género Leishmania foi dividido em dois subgéneros Leishmania e
Viannia. Enquanto o subgénero Leishmania apresenta o seu desenvolvimento restrito a
porcdo anterior e média, o subgénero Viannia apresenta o seu desenvolvimento desde o
intestino posterior até a porgdo anterior do tubo digestivo (LAINSON E SHAW, 1987).

Aproximadamente 20 espécies de Leishmania sdo patogénicas para o homem
(LAINSON e SHAW, 1987). Os insetos do género Phlebotomus sdo os responsaveis pela
transmissao natural do parasita no Velho Mundo e os do género Lutzomyia no Novo Mundo
(SUNDAR e RAI, 2002).

A “Leishmaniose” pode apresentar diferentes formas clinicas como: cutanea (LC),
mucocutanea (LMC) e visceral (LV) ou Calazar (da expressao indiana “kala-azar”), sendo que
no pods tratamento da LV podemos encontrar uma manifestagao cutanea conhecida como
“pos-kala-azar” ou leishmaniose dérmica (LDPK) (WORLD HEALTH ORGANIZATION,
doravante citada como WHO, 2009).

Atualmente a leishmaniose é considerada, pela Organizacdo Mundial de Saude, a
segunda doenca tropical mais importante depois da maldria, por apresentar altos indices de
morbidade e mortalidade (WHO, 2001).

A doenca é prevalente em 88 paises e endémica em 65 deles, de acordo com dados
da WHO (Figura 1). Cerca de 90% dos casos notificados ocorrem na india, Sud3o,
Bangladesh, Nepal e Brasil com uma incidéncia anual de 500.000 (DESJEUX, 2004a; WHO,
2009).
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LEISHMANIOSES

Figura 1- Distribuicdo das diferentes formas de Leishmaniose no Mundo, 2001.
Fonte: http://www.wehi.edu.au/research/divisions/inf/labs/handman/leishmaniasis.html

1.1.1 Leishmaniose visceral

A Leishmaniose visceral (LV) é uma doenga crbnica, debilitante caracterizada pela
infeccao do sistema fagocitico mononuclear. Trés espécies de Leishmania pertencentes ao
complexo Leishmania donovani sao causadoras da doenga visceral no mundo, a Leishmania
(Leishmania) chagasi nas Américas; a Leishmania (Leishmania) donovani na Asia e Africa e a
Leishmania (Leishmania) infantum na Asia, Europa e Africa (LAINSON e SHAW, 1987).

Clinicamente a Leishmaniose visceral humana (LVH) pode ser classificada em: 1)
assintomdtica ou inaparente; 2) forma oligossintomadtica ou subclinica e 3) forma
sintomatica ou classica, podendo variar desde manifesta¢des discretas até graves, que sem
tratamento podem ocasionar a ébito (MINISTERIO DA SAUDE, doravante citada como MS,
2008).

Nos paises onde a doenga se comporta como uma zoonose, o cdo é considerado o
principal reservatério doméstico, sendo que a Leishmaniose visceral canina (LVC) ja foi
registrada em 50 dos 65 paises onde é endémica ao homem (LVH) (FERREIRA et al., 2007).
Os cdes infectados podem ser classificados em: assintomdticos, oligossintomaticos e

sintomadticos. Os assintomdticos representam 57% dos infectados nas areas endémicas,
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sendo aparentemente cdes sadios (GENARO, 2003; GONTIJO e MELO, 2004). A Leishmaniose
visceral além de afetar milhdes de cies em diferentes dreas da Europa, Asia, Africa do Norte
e América do Sul vem sendo considerada como emergente na América do Norte (ROSYPAL et
al., 2003).

Na América Latina, a LV é endémica ou fator de risco em varias areas da Argentina,
Bolivia, Brasil, Coldmbia, Costa Rica, El Salvador, Guatemala, Honduras, México, Nicaragua e
Venezuela. No Brasil, ndo obstante a presenga de um programa de controle e vigilancia a LV
€ um problema de saude publica e encontra-se em franca expansdo geografica atingindo 20
estados, com aproximadamente 3.000 casos/ano e letalidade média de 8% (MS, 2008). Além
disso, o pais aparece nas Américas, como a regidao onde se registra a maioria dos casos de
acordo a Organizacdo Panamericana da Saude (PAHO,2005).

Em meados dos anos 80 observou-se uma transformacdo drdstica na distribuicdo
geografica desta zoonose. Inicialmente era considerada de transmissao silvestre e restrita as
regides norte e nordeste com caracteristicas de ambientes rurais (GONTIJO e MELO, 2004;
ALVES e BEVILACQUA, 2004). Nesta época a raposa era tida como o principal reservatério da
L. (L.) chagasi.

Atualmente, a LV esta em expansdo para as areas periurbanas e urbanas, alcancando
inclusive a periferia de grandes centros urbanos como Sao Paulo (GONTIJO e MELO, 2004). A
principal espécie transmissora é a Lutzomia longipalpus (DEANE e DEANE, 1954), e o cdo
domeéstico (Canis familiaris) o principal reservatério nas areas urbanas e rurais (PARANHOS-
SILVA et al., 1996; RAMIRO et al., 2003). A este fato deve-se o grande numero de casos da
doenca em cdes e o intenso parasitismo cutdneo observado nestes animais (COSTA et al.,
1999), tornando-os as principais fontes de infeccdo para os vetores (SLAPPENDEL e TESKE,
1999; GENARO, 2003).

No Estado de S3o Paulo a LV, até 1998 era conhecida pela deteccdo de casos
oriundos de outras regides endémicas do pais. A partir de entdo, registrou-se a enzootia
canina no Municipio de Aragatuba, regido oeste do Estado de S3ao Paulo, na qual se
identificou a L. (L.) chagasi por meio de técnicas moleculares. Posteriormente, em 1999,
registrou-se o primeiro caso humano de LV no estado e desde entdo a doenca vem
ocorrendo em municipios situados na regidao do planalto ocidental paulista, nos quais a
transmissao tem feicdo exclusivamente urbana (GALIMBERTTI et al., 1999; CAMARGO-NEVES

e KATZ, 1999). Até o més de fevereiro de 2008, segundo a situagao epidemioldgica para a LV,
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dos 645 municipios paulistas, 63 (9,8%) registraram transmissdo da LV (humana/e ou canina)
(Figura 2). No entanto, n3o se verificou expansdo para novas regides do Estado (SAO PAULO,
2008).

A Leishmaniose visceral ja foi identificada em canideos domésticos e silvestres,
marsupiais, roedores e também em gatos domésticos (BANETH, 2006). Ndo se tem prestado
muita atencao na doenga em gatos pela dificuldade de seu diagndstico, podendo os felinos
ter maior resisténcia a doenca (ZANELLA, 2007). Nos ultimos anos as pesquisas tém dado
énfase a doenga em cdes, pois seu diagndstico ajuda a tragar a rota de expansao da doenga

(MOLINA et al., 1994; ZANELLA, 2007).

CLASSIFICATAD EPCEMOLOGA
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Figura 2- Distribuicdo dos municipios do Estado de S3o Paulo segundo a classificagao epidemioldgica
para leishmaniose visceral, em fevereiro /2008.
Fonte: GEL/Sucen/CCD. VLFCN/ fevereiro, 2008.
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1.2 Aspectos de imunidade e controle da Leishmaniose visceral

A saliva do vetor exerce relevante papel, tanto de cardter bioldgico quanto
parasitolégico. Do ponto de vista parasitolégico, a saliva veicula as formas infectantes
(promastigotas metaciclicas). Em relacdo aos aspectos bioldgicos destacam-se os
componentes neuropeptideos de acdo vasodilatadora e imunossupressora, que facilitam a
introducdo do aparelho bucal e estimulam o aporte sanguineo, facilitando assim a
hematofagia, bem como, a inibicdo da resposta imunoldgica e conseqilientemente, o
estabelecimento do parasita no hospedeiro (GENARO, 2003). Um dos componentes da
saliva, o maxidilan, além de vasodilatador e imunossupressor, parece inibir a apresentacao
de antigenos pelos macréfagos. A saliva é responsavel também pelo prurido verificado logo
apos a picada (NEVES, 2003).

Apds a picada, se inicia a resposta imune juntamente com um processo inflamatorio
inespecifico. Os mecanismos imunoldgicos que regulam a susceptibilidade ou resisténcia ao
parasitismo por Leishmania spp permanecem obscuros. Com base em estudos experimentais
de camundongos infectados com L. major, sabe-se que macréfagos apresentam antigenos
aos Linfécitos TCD4+, ocasionando a polarizacdo da resposta imune e formando a base para
o paradigma, Th1/Th2, com clara associacdo a protecdo gerada pela resposta Thl e
susceptibilidade pela resposta Th2. Paralelamente a sobrevivéncia da Leishmania depende
da evasdo ao sistema imune do hospedeiro, sendo esse parasita altamente adaptado ao
escape da imunidade humoral e celular (ZAMBRANO-VILLA et al., 2002).

Camundongos geneticamente suscetiveis desenvolvem lesGes cutaneas no sitio de
inoculagdo e falham no desenvolvimento de resposta imune ao parasita mediada por
células; ja os camundongos resistentes parecem curar-se rapidamente, gracas a uma forte
resposta imune celular, com resistencia a novas infeccées (AWASTHI et al., 2004). Assim, em
camundongos experimentalmente infectados, cdes naturalmente infectados ou seres
humanos, a protecdo ou resisténcia esta associada com a resposta polarizada para células
Thl. Enquanto a resposta Th2 esta associada a susceptibilidade ou gravidade da doenga

(sintomaticos) (DAY, 2007).
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No entanto, esse modelo imunoldgico ndo pode ser integralmente aplicado a
Leishmaniose visceral humana, nem as infeccdes experimentais em camundongos e cdes por
L. infantum. Nestas ultimas situagcdes, uma mistura de resposta Th1-Th2 ou de outros
subgrupos de células T estdo provavelmente envolvidas (SOLANO-GALLEGO et al., 2001b).
Todavia a resposta celular do hospedeiro é importante para o desenvolvimento da
resisténcia e autocura, enquanto o desenvolvimento de anticorpos especificos tem pouco ou
nenhum papel na protecdo contra a doenca (BOGDAN e ROLLINGHOFF, 1998; LOUIS et al.,
1998).

A LV induz imunidade caracterizada por elevacdao nos niveis de imunoglobulinas
séricas, principalmente IgG, e fraca resposta imune celular. Esta exacerbacdo dos niveis de
IgG acarreta hipergamaglobulinemia que aumenta gradativamente e ndo se traduz em
regressao da doenca (NEVES, 2003).

Em conclusdo, a resposta humoral ndo é considerada util em conferir resisténcia a
infeccdo, e sim em caracterizar humanos e animais sensiveis, na maioria das vezes
sintomaticos (PINELLI et al., 1994).

Atualmente, o Ministério da Saude por intermédio da Fundagdo Nacional de Saude
(FUNASA) e de Secretarias Estaduais e Municipios de Saude, realiza o programa de Controle
da LV centrado nas seguintes medidas: diminuir a densidade populacional do vetor,
deteccao e eliminagdo dos cdes soropositivos, identificagdo e tratamento dos doentes
(BRASIL, 2003).

A medida de controle para o reservatério canino acarreta profundo impacto com
indignacdo dos proprietarios, uma vez que o cdo ocupa papel de “membro da familia”,
tornando-se medida dificil de ser adotada pelas autoridades de satde publica (FEIJAO et al.,
2001). O mais grave, porém, sdo os resultados obtidos com a eliminacdo dos animais,
questionaveis em relacdo ao controle da doenca (DIETZE et al., 1997, COUTERNAY et al.,
2002).

A descoberta de vacinas para humanos e cdes seria a mais eficiente medida de
controle para a LV (DYE, 1996). A existéncia de uma vacina eficaz para a doenga canina
poderd ter um impacto na diminuicdo da prevaléncia da infeccdo canina e,
conseqiientemente, da humana (MARZOCHI et al., 1985; HOMMEL et al., 1995).

Recentemente, vacina baseada no ligante de fucose-mannose (FML) foi registrada

pelo Ministério da Agricultura para uso veterindrio no Brasil, e animais vacinados
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apresentaram forte resposta imune humoral logo apds o protocolo de vacinagdo. No
entanto, a utilizacdo desta vacina criou problema especifico para levantamentos
soroepidemiolégicos e por conseqiiéncia nas campanhas de erradicacdo, ja que, os testes
sorologicos baseiam-se na deteccdo de IgG total, ficando impossivel distinguir animais
infectados de vacinados. Devido a essa problematica, muitos estudos atualmente estdo
sendo conduzidos para o desenvolvimento de um teste sorolégico especifico e
discriminatério de subclasses de IgG, que poderia fornecer informagdes sobre a
imunopatogénese natural do hospedeiro (humano e canino) (OLIVEIRA et al., 2009).

Frente a tais problemas o Ministério da Saude determinou em nota técnica a
proibicdo do uso da vacina e que os animais soroconvertidos em virtude deste uso, sdo
passiveis de eutanasia, conforme o programa de controle de Leishmaniose visceral de 2003

(MS, 2003).

1.3 Diagnoéstico da Leishmaniose visceral

O diagnostico definitivo da LV no homem baseia-se nos exames clinicos, aliados a
dados epidemioldgicos e exames laboratoriais. Muitas doencas podem ser confundidas com
a LV no hospedeiro humano, destacando-se a enterobacteriose de curso prolongado
(associacdo de esquistossomose com salmonela ou outra enterobactéria), cujas
manifestacdes clinicas se superpdem, perfeitamente, ao quadro da Leishmaniose visceral
(MS, 2008).

Em muitas situagdes, esse diagndstico diferencial sé pode ser concluido por meio de
provas laboratoriais, ja que, as areas endémicas de outras doencas como malaria, brucelose,
febre tiféide, esquistossomose hepatoesplénica, doenca de Chagas aguda, linfoma, mieloma
multiplo, anemia falciforme entre outras, se superpdem em grandes faixas do territorio
brasileiro (MS, 2008). Segundo o Ministério da Saude (2008) um caso humano de LV é
definido como:

a) suspeito: todo individuo proveniente de area onde existe transmissdo, apresentando
febre e esplenomegalia, ou todo individuo de area sem ocorréncia de transmissao
com febre e esplenomegalia, desde que descartados outros diagndsticos mais

freqlientes na regiao.
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b) confirmado: os casos suspeitos devem ser confirmados pelo critério clinico-
epidemioldgico ou laboratorial. O critério clinico-epidemiolégico é estabelecido
naqueles pacientes sem confirmagdo laboratorial, porém que s3ao provenientes de
area com transmissao de LV e com resposta favoravel ao teste terapéutico. O critério
laboratorial baseia-se no encontro do parasita pelo exame direto, cultura ou
imunofluorescéncia com titulo acima de 1:80.

Na LV o diagndstico laboratorial precoce é necessario para que os casos humanos
recebam atendimento rapido, visando tratamento adequado e acompanhamento. Para os
cdes, eutanasia é recomendada em todos animais sororreagentes em imunofluorescéncia,

ou seja, titulos a partir de 1:40 e/ou com exame parasitoldgico positivo (MS, 2008).

1.3.1 Diagnéstico parasitologico

Os exames parasitologicos sdo considerados métodos de referéncia no diagndstico da
LV. Sdo simples, baratos e necessitam de pessoal bem treinado para a detec¢do do parasito.
Existe variacdo de sensibilidade entre 50% a 98% no método parasitoldgico de acordo com o
tecido pesquisado, podendo ocorrer resultados falsos negativos (MACHADO DE ASSIS et al.,
2008). Além disso, uma desvantagem desses métodos baseia-se em alguns casos, na
necessidade de procedimentos invasivos para coleta e obtencdo das amostras, como
aspirados de medula éssea e bago. (DA SILVA et al., 2004). A detecgdo dos parasitas pelo
exame microscépio (método direto) é dependente da presenca abundante dos mesmos na
amostra, (IKEDA, 2004) de sua distribuicdo heterogénea (SCHALLIG, et al., 2002), da fase
evolutiva da doenca, técnica utilizada e pesquisador (FERREIRA e AVILA, 2001). Métodos que
empregam o cultivo do parasita apresentam melhor sensibilidade, como por exemplo,
cultivo de aspirado medular aumenta a positividade e a seguranca do diagndstico (GENARO,
2003). O crescimento se da dependendo tanto da espécie do parasito quanto do meio de
cultura utilizado (NAVIN et al., 1990). Apesar da melhora na sensibilidade, a demora para a
obtencdo dos resultados dificulta o diagndstico precoce e o inicio do tratamento (GUERIN et

al., 2002).
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1.3.1.1 Métodos moleculares na detec¢do do parasito

A partir de 1980, varias técnicas de biologia molecular foram desenvolvidas com o
objetivo de detectar e identificar DNA dos parasitas do género Leishmania (GONTIO e
MELO, 2004). Atualmente, para este fim, existem diversos sistemas baseados na utilizacdo
da técnica de reacdo em cadeia da polimerase (PCR - polymerase chain reaction) (SILVA et
al., 2001; DEBORGGRAEVE et al., 2008), incluindo o teste quantitativo transcriptase reversa
(RT-PCR, quantitative reverse transcriptase - polymerase chain reaction) (PAIVA et al., 2004;
QUARESMA et al., 2009). O melhor alvo para PCR e sondas de DNA tem sido amostras de
minicirculo de kDNA da regido conservada ou amplificacdo do minicirculo completo
(GONTIJO e MELO, 2004). Diferentes tipos de amostras bioldgicas, tais como, aspirados
esplénicos, de medula 6ssea, de linfonodos, sangue total, camada leucocitdria, cultura e
sangue coletado em papel filtro, podem ser utilizados como fonte de material para as
reacOes (TAVARES et al., 2003).

A PCR tem apresentado maior sensibilidade quando comparada & métodos
parasitoldgicos ou até mesmo soroldgicos classicos, sem necessidade de isolamento do
parasito em cultura. Na maioria das publicacdes, o método apresenta elevada sensibilidade
(acima de 90%) e especificidade diagndstica de até 100% (WU et al.,, 1997; DISCH et al.,
2003). Entretanto deve ser considerado com cuidado, principalmente nos pacientes
provenientes de dreas endémicas, com alta exposi¢cdo antigénica (RAVEL et al., 1995). Além
disso, esses altos indices podem também ser obtidos com amostras de cdes e raposas
(CABRAL, 2006). De fato a PCR detém a vantagem de poder ser utilizada, por exemplo, em
estudos epidemioldgicos com cdes assintomaticos em areas endémicas (BRASIL, 2003;
GENARO, 2003). A eficacia da PCR pode depender de algumas variacGes e fatores inerentes a
técnica, como, por exemplo, a utilizacdo de diferentes métodos de extracdo de DNA (BRASIL,
2003), iniciadores ou genes alvo de diferentes espécies de Leishmania (LACHAUD et al.,
2002; ALVES e BEVILACQUE, 2004), amostras (LACHAUD et al.,, 2001) e protocolos e/ou
material biolégico coletado (ALVAR et al., 2004; BANETH e AROCH, 2008).
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Dificuldades encontradas para a padronizagdo da PCR estao principalmente
relacionadas a selecdo dos genes alvo e posteriormente iniciadores (primers), fato que
influencia diretamente na sensibilidade e especificidade. Além disso, também reacdes falsas
negativas podem ocorrer quando a quantidade de DNA esta abaixo da sensibilidade de
deteccdo do teste (MANSUR, 2009).

Enquanto o diagndstico molecular da LV em humanos pode ser considerado eficiente
(LACHAUD et al., 2000), alguns problemas ainda persistem no diagndstico da leishmaniose
visceral canina (LVC),como por exemplo, as dificuldades encontradas na preparacdo do DNA
ou a alta freqiiéncia de inibidores de PCR em sangue de cdes (LACHAUD et al., 2002).

Conforme ja citado, apesar de ser um método sensivel para a deteccdao de
Leishmania em uma variedade de materiais clinicos de humanos e c3es, a PCR vem sendo
mais utilizada em estudos epidemioldgicos ou em nivel de pesquisas que avaliam a sua
aplicabilidade no diagndstico de rotina (SOLANO-GALLEGO et al., 2001a, GONTIJO e MELO,
2004). Ainda assim, sua realizacdo é complexa (disponibilidade de reagentes e
equipamentos) e apresenta custo levado, limitacdo para uso em larga escala e pouca

adaptabilidade ao campo (MACHADO DE ASSIS et al., 2008).

1.3.2 Diagndstico Sorolagico

Os testes soroldgicos sdo de extrema importancia no contexto do diagndstico da LV.
Atualmente sdo as ferramentas mais adequadas e alternativa mais realista no auxilio ao
controle da LVH, ja que, sao também muito utilizados em inquéritos epidemiolégicos
(GONTIO e MELO, 2004).

O diagnéstico soroldgico é favorecido pela expressiva resposta imune humoral que
caracteriza a doenca. A pesquisa de anticorpos, entretanto, deixa a desejar no que concerne
a especificidade (MACHADO DE ASSIS et al.,, 2008). A escolha do antigeno é de suma
importancia tanto para o diagndstico individual da LV, como também para estudos
epidemiolégicos (BADARO et al., 1986). Os antigenos utilizados nos testes diagndsticos s3o
quase sempre derivados de promastigotas de cultura, parasitos intactos ou moléculas
solUveis e apresentam reacdes cruzadas com outras espécies da familia Trypanosomatidae

[L. (L.) amazonensis, L. (V.) braziliensis], mesmo filogeneticamente distantes (T. cruzi). Por
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tanto, no diagndstico sorologico da LV é necessario considerar o diagnostico diferencial com
outras doengas (GONTIJO e MELO, 2004).

O emprego de antigenos de espécies de leishmanias diferentes daquelas que nao
causam a doenca tém sido utilizadas no imunodiagnéstico da LV em humanos (BADARO et
al., 1983; BARBOSA DE DEUS et al, 2002), justificando-se tal uso pela elevada
imunorreatividade cruzada entre diferentes espécies do parasita.

Na rotina laboratorial, a técnica mais utilizada para diagndstico das Leishmanioses é a
reacao de imunofluorescéncia indireta (IFl, em inglés Immunofluorescence Antibody Test-
IFAT). O teste atualmente é considerado como o “padrdo ouro” do diagndstico soroldgico,
sendo de fécil execucdo (MS, 2004). Sua sensibilidade varia de 82 a 95% e especificidade de
78 a 92%, dependendo muito da espécie de promastigotas de Leishmania empregada como
antigeno (GENARO, 2003; TAVORA et al., 2007).

A especificidade do IFI é prejudicada pela presenca de reacGes cruzadas com doencas
principalmente causadas por outros tripanossomatideos. De fato apresenta cerca de 85% de
reacbes cruzadas freqlentemente com soros de pacientes chagasicos e leishmaniose
tegumentar, o que de certa forma prejudica o seu uso em regides onde estas doencgas se
sobrepbe (GENARO, 2003; GONTIJO e MELO, 2004). Observaram-se também reacOes
cruzadas, porém menos freqlentes com outras doencas como: tuberculose pulmonar,
hansenise (MS, 2004), malaria e esquistossomose (SUNDAR e RAI, 2002). Com o objetivo de
melhorar os indices imunodiagnédsticos da IFl, Fernandez-Pérez et al. (1999) utilizaram as
formas amastigotas de L. (L.) donovani como antigeno e encontraram aumento significativo
de especificidade, sem perda de sensibilidade. A cultura das formas amastigotas, entretanto,
é complicada e de custo elevado, ndo sendo possivel em laboratérios sem recursos técnicos
ou financeiros.

Outra técnica muito utilizada é o ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay), um
teste rdpido, sensivel, de facil execucdo e leitura, tendo se tornado importante para
sorodiagndstico desde o seu desenvolvimento em 1972 por Engvall e Perlmann (1971), e
suas aplica¢des para o diagndstico de doencas tropicais em 1977 por Voller e colaboradores,
e para LV em 1978 por Hommel e colaboradores.

Muitos estudos avaliando e aprimorando o ELISA-padr3do, assim como suas diversas
variagoes: Dot-ELISA, fucose manose ligant-ELISA (FML-ELISA), bovine submaxillary mucin-

ELISA (BSM-ELISA), Fast-ELISA, micro ELISA, entre outras, foram desenvolvidas e adaptadas
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para uso com varios tipos de antigenos. Os principais antigenos utilizados sdao extratos de
parasita total, antigenos purificados, peptideos sintéticos, e até proteinas recombinantes,
todos com a finalidade de melhorar o diagndstico da Leishmaniose visceral humana
(HOMMEL et al., 1978; PAPPAS et al., 1983; PAPPAS et al., 1985; CABRERA et al., 1999).

O ELISA, porém, que, utiliza extratos de formas promastigotas do parasita como
antigeno é limitado quanto aos indices de sensibilidade e especificidade, principalmente
devido a ocorréncia das reagdes cruzadas com individuos com doenga de Chagas e
leishmaniose tegumentar (BADARO et al., 1986; REED et al., 1987; VEXENAT et al., 1996;
SUNDAR e RAI, 2002).

Buscando aumentar a sensibilidade e principalmente a especificidade dos testes de
diagndsticos para LVH, muitas moléculas foram purificadas para obtencdo de proteinas
recombinantes especificas do género Leishmania como, por exemplo, as glicoproteinas de
membranas (gp63, gp72, gp70) e: rk39, SLA, rGBP, H2A, H2B, rLACK, rP20, rPSA-2 e A2; (HO
et al., 1983; SHREFFLER et al.,1993; BADARO et al., 1996; JENSEN et al., 1999; CARVALHO et
al., 2002; MAALEJ et al., 2003). Algumas destas proteinas recombinantes diminuiram a
reatividade cruzada, mas também a sensibilidade do teste (GONTIJO e MELO, 2004).

No entanto, o uso de proteinas recombinantes ndo aboliu as reagdes cruzadas com T.
cruzi. (MOHAMMED et al., 1986; JAFFE et al., 1988; BADARO et al., 1996; OZENZQY, 1998).
Também, obtengdao das proteinas recombinantes é limitada aos laboratérios de estudo, e
ainda sua comercializacdo nos paises endémicos é pouco acessivel (UMEZAWA et al., 1996a).

Baleeiro e colaboradores (2006) demonstraram que variacdo na espécie de
Leishmania para a preparacdo do antigeno pode influenciar significativamente no resultado
do ELISA. Eles mostraram que a utilizagdo de antigenos preparados a partir de L. (L.)
amazonensis ou L. (V.) braziliensis, em vez de L. (L.) chagasi resultou em diminuicdo da
reatividade com soros de caes, resultado que poderia refletir na detecgao de anticorpos anti-
leishmania nos humanos.

Muitos pesquisadores baseados na elevada homologia genética das espécies de
Leishmania e alta reatividade cruzada, acreditam, ser motivos suficientes para empregar
diferentes espécies de Leishmania no diagnostico da LV humana e canina (BARBOSA DE
DEUS et al., 2002; LIRA et al., 2006).

Outra técnica muito utilizada para o diagndstico da LV é o Immunoblotting (IB). Com

sensibilidade reconhecidamente mais elevada do que a IFl e o ELISA, permite diagndstico
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precoce da LV, e poderia ser utilizada como preditivo da doenca e do parasitismo no cdo e
humanos (EVANS et al., 1989; MARY et al., 1992; MARTY et al., 1995; CARDENOSA et al.,
1995; AISA et al., 1998; SANTOS-GOMES et al., 2000; KUMAR et al., 2002; DE PAULA et al.,
2003; NOGUEIRA et al., 2007).

O immunoblotting (IB) permitiu identificar algumas das diferentes proteinas
presentes no género Leishmania durante o ciclo de vida, o que vem sendo motivo de estudo,
visto que, muitas delas sdo de importancia na relacdo parasita hospedeiro, estando
implicadas em diversas fun¢gdes como viruléncia, patogénese, replicacdo, nutricdo, evasao
imune entre outras (CHAUDHURI e CHANG, 1988; MEDINA ACOSTA et al., 1989; HEY et al.,
1994; CIBRELUS et al., 1999; McGWIRE et al., 2003).

Estudos com os antigenos totais de L. donovani infantum mostraram a existéncia de
bandas reconhecidas por anticorpos, de peso molecular que variam de 12 a 120 kDa.
Entretanto apenas as proteinas de 14, 16, 18, 21, 23, 31, 65, 70 e 94 kDa se mostraram
especificas e, portanto, importantes para o diagndstico tanto da LVH quanto da LVC (MARY et
al., 1992; MARTY et al., 1995; ROLLAND et al., 1995; AISA et al., 1998; SALOTRA et al., 1999;
KUMAR et al., 2002; DE PAULA et al., 2003; NOGUEIRA et al., 2007). Até agora o potencial
interesse do immunoblotting para diagndstico da LV continua sendo discutido, visto que,
ainda ndo ha um consenso geral de um padrdo definido correlacionado com a infeccdo e

doenga ativa (DA COSTA et al., 1996; MAIA e CAMPINO, 2008).

1.4 Situacdo do diagndstico da Leishmaniose visceral no cdo

A identificacdo de cdes infectados (soropositivos) e sua eliminacdo (eutanasia) € uma
das medidas de controle preconizadas pelo Ministério da Saude, para reduzir a infeccao
humana, ja que, casos de calazar canino precedem os humanos em areas urbanas do Brasil
(PARANHOS-SILVA et al., 1996; GALIMBERTTI et al., 1999).

Varios estudos tém considerado o papel do cdo doméstico na transmissdo da
Leishmaniose visceral humana (LVH), o mais importante achado que surgiu de tais
investigacbes é que cdes infectados com LVC parecem estar em perfeita saude
(assintomaticos), ou alternativamente, eles podem apresentar sintomas leves, moderados

ou graves (MANCIANTI e MECIANI, 1988).
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O éxito no diagndstico da LV em cdes é dificil, uma vez que os sinais clinicos da
doenca sdo variados e ndo-especificos (ALVAR, et al., 1994; MOLINA, et al., 1994). Parte das
dificuldades com as medidas de controle diz respeito a sensibilidade e especificidade dos
atuais testes soroldgicos utilizados na rotina laboratorial (IFl e ELISA) para caracterizar
infeccdo e doenga. A sensibilidade desses testes é bastante discutivel, ndo havendo
concordancia entre testes parasitolégicos, imunohistoldgicos com os soroldgicos. Atribui-se
essa discordancia a incapacidade dos testes soroldgicos detectarem em anticorpos nas varias
fases da doenca. Tal fato apresenta sérias conseqiiéncias, pois implica na morte de animais
(CABRERA et al., 2003).

No Brasil, os inquéritos soroldgicos para identificagao de caes infectados com LVC sdao
realizados com testes comerciais. Os mais utilizados s3ao os testes de IFl e ou ELISA
produzidos pelo Instituto Bio-Manguinhos, Funda¢cdo Oswaldo Cruz-RJ, que utilizam como
antigeno, respectivamente promastigotas e extrato total de Leishmania major-like (espécie
que causa Leishmaniose cutanea). Estes testes sdo amplamente empregados pelo Ministério
da Saude e, baseiam-se exclusivamente na detec¢do de anticorpos anti-leishmania, ndo
avaliando a carga parasitaria. Podem, portanto, apresentar as dificuldades ja citados
anteriormente, com a presenca de falso-negativos e falso-positivos (MANSUR, 2009). Para
aumentar a sensibilidade e especificidade do diagndstico no cdo na triagem a realizacdo
combinada dos dois testes (ELISA e IFl), em vez de realizar apenas IFI (MS, 2004).

Em animais com resultados discordantes entre as metodologias, o mais indicado é
considerar o quadro clinico do animal e repetir o exame apds um més. Pode-se, ainda,
realizar o exame parasitoldgico direto e ou PCR. E importante ressaltar que resultados
negativos nestas metodologias ndo devem ser usados como confirmatérios (ALVAR et al.,
2004; BANETH e AROCH, 2008).

Por outro lado, a utilizagao da sorologia é questionavel, animais saudaveis podem ser
soropositivos, e animais infectados ocasionalmente se tornam soronegativos, dificultando o
uso destas técnicas. A sorologia mostra que animais infectados desenvolvem uma resposta
especifica de anticorpos, e a proporg¢do de soroconversdo entre animais com infeccdo clinica
ou subclinica é desconhecida (CABRAL, 2006).

Alguns autores tém relatado aumento na sensibilidade dos testes imunoldgicos anti-
Leishmania usando cepas do mesmo parasita (BADARO et al., 1986) ou da espécie (REED et

al., 1986) associada a infec¢do, como fontes de antigenos.
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Na rotina diagndstica, porém, diferentes espécies de Leishmania daquelas implicadas
na génese da doenca sdo utilizadas como fonte de antigenos (PARANHOS-SILVA et al., 2001;
ZIJLSTRA et al., 2001; EL-SAFI et al., 2002; BORGES et al., 2003).

|II

Recentemente, para o diagnéstico da LVC, ELISA com “pool” de exoantigenos de
formas promastigotas de diferentes espécies mostrou melhor sensibilidade e especificidade
guando comparado ao emprego individual da cada antigeno (RAJASEKARIAH et al., 2008).

Por outro lado, estudos recentes sugiram o emprego de Immunoblotting (IB) para
melhorar a sensibilidade, sugerindo a possibilidade da sua utilizacdo como preditora da
doenca e do parasitismo no cdo. Provavelmente os cdes positivos para o IB e negativos para
o IFl ou ELISA, sejam animais resistentes que apresentam baixos niveis de anticorpos (DE
PAULA et al., 2003; DA SILVA et al., 2005). Com relacdo ao estudo do reconhecimento
antigénico a técnica de IB, mostrou maior sensibilidade em comparacao a IFl; 26% dos caes
gue estavam negativos para IFl, apresentavam para IB reatividade para fracdes antigénicas
(29 e 32 kDa), até 8 meses antes da soroconversdo, sendo que alguns permaneceram
negativos até o fim do acompanhamento (DA SILVA et al., 2005).

Outra questdo que deve ser considerada no hospedeiro canino é também a intensa
reatividade cruzada com outros agentes infecciosos, principalmente T. cruzi, Ehrlichia canis e
Babesia canis (FERREIRA et al., 2007), resultando em testes com baixa especificidade. Além
disso, sobretudo no hospedeiro canino, animais infectados assintomadticos podem
apresentar resultado falso-negativos devido a baixa sensibilidade dos testes (SALOTRA et al.,
2002; MAIA e CAMPINO, 2008). De fato a prevaléncia da infeccdo em areas endémicas,
muitas vezes é subestimada, quando animais assintomaticos ndo sdo incluidos nos grupos de

estudo para serem considerados nas medidas de controle.

1.5 Moléculas excretadas-secretadas pelas leishmanias

Durante o ciclo de vida, as espécies de Leishmania secretam varios antigenos, que

poderiam estar diretamente implicados em muitas altera¢gdes imunoldgicas ou bioquimicas

da célula hospedeira (CIBRELUS et al., 1999).
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Substancias antigénicas soluveis secretadas por amastigotas de L. donovani foram
detectadas pela primeira vez por Nattan-Larrier e Grimard-Richard em 1933, em soro de
cachorros infetados com LV.

Mais trabalhos apareceram durante a década de sessenta; caso de Adler e Gunders
(1964) que demonstraram a liberacdo de "exoantigenos" por L. tropica e L. mexicana
(amastigotas e promastigotas) o que foi em seguida confirmado por Sergeiev e Shuikina
(1969) para L. tropica.

Mais tarde, em 1972 Schnur, Zuckerman e Greenblatt, demonstraram que as formas
promastigotas da L. donovani e de outras espécies do género Leishmania, secretam no meio
de cultura os chamados fatores de excrecdo (EF — excreted factor), durante e logo apds a
fase logaritmica do seu crescimento "in vitro". As formas amastigotas também produzem os
EFs. Estes EFs comportam-se como haptenos, pois, quando inoculados em coelhos ndo
levam a producdo de anticorpos.

De acordo com Schnur e Zuckerman (1976) os EFs sdo capazes de precipitar "in vitro",
anticorpos anti-promastigota produzidos em coelhos, e mostraram-se espécie especificos,
servindo como base para a “sorotipagem” de amostras das espécies do género Leishmania.

EI-On em 1979 realizou uma andlise bioquimica do EF e encontrou riqueza em
carboidratos associado a outro componente do parasita que podem precipitar anticorpos
anti-promastigota produzido em coelhos.

Em 1981 Semprevivo e MaclLeod conseguiram demonstrar que os EFs excretados
pelas formas promastigotas de L. donovani em meio de cultura sdo moléculas complexas,
gue tém em sua constituicdo carboidratos, peptideos, fésforo, lipideos e esfingosina.
Referiram-se ao fato de que moléculas de constituicdo semelhante sao encontradas na
membrana plasmatica de T. cruzi, Acanthamoeba castellani e plantas.

Posteriormente ficou demonstrado que os parasitas do género Leishmania
apresentam na membrana plasmatica um denso glicocalix composto de: lipofosfoglicana
(LPG - “lipophosglycan”), glicosilinositolfosfolipideos (GIPLs -
“glycosylinositolphospholipids”), glicoproteinas e fosfatasas acidas secretadas conservadas
(SAcPs — “secretetory acid phosphatases”) (FERGUSON, 1997,1999; TURCO, 2003).

A LPG é uma das mais abundantes moléculas da superficie celular do parasita inteiro
(promastigota e amastigota), incluindo o flagelo. Esta molécula encontra-se em todas as

espécies do género Leishmania que infectam humanos (McCONVILLE e FERGUSON, 1993),
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com excegdo de L. major que no estadio de amastigota expressa pouco ou nenhum LPG
(MOODY et al., 1993).

A LPG tem diferentes fungdes nos hospedeiros vertebrados, por exemplo, alguns
experimentos "in vitro" mostraram que esta molécula confere protecdo aos promastigotas
de Leishmania contra lise mediada por complemento e atua como receptor mediando a
endocitose por macrofagos. Além disso, dentro do macréfago a LPG atua inibindo o "burst"
oxidativo e a fusdao endosoma-fagosoma. Desta forma foi relacionada como um fator de
viruléncia principalmente na interacdo com o hospedeiro vetor (TURCO e DESCOTEAUX,
1992; TURCO, 2003).

Os GIPLs expressos abundantemente no estadio de promastigotas sao uma grande
familia de glicolipideos de baixo peso molecular, sintetizada por o género Leishmania que
formam camadas densas na superficie do parasita, acima do qual se projetam outras
moléculas ancoradas por glicofosfolipideos (GPI — “glycophospholipids”) (FERGUSON, 1997,
1999; TURCO, 2003). Ainda ndo é muito conhecido o papel desempenhado por esses
glicolipideos na interacdo parasita-hospedeiro, porém o uso de receptor de manose para
ligacdo da Leishmania a macréfagos sugere que os GIPLs ricos em manose possam ter papel
importante na invasdo celular (TURCO, 2003). Os GIPLs estdo também presentes em outras
espécies de tripanosomatideos como, por exemplo: Leptomonas samueli (PREVIATO et al.,
1992) Endotrypanum schaudinni, Herpetomonas samuelpessoai (ROUTIER et al., 1995) e
Crithidia fasciculata (SCHENEIDER et al., 1996), com estrutura semelhante aos de Leishmania
spp e T. cruzi (TURCO, 2003). Essa estrutura corresponde a um motivo comum definido como
Man alpha 1-4GIcN alpha 1-6-myo-inositol-1-HPO4-lipidio (FERGUSON, 1997), molécula que
poderia ser a responsavel pela reatividade cruzada encontrada entre estes
tripanossomatideos proximamente relacionados.

Outra molécula, importante presente na membrana das leishmanias é a gp63 ou
leishmanolisina (do inglés Leishmanolysin) é uma glicoproteina enzimatica do tipo
metaloprotease conservada nas diferentes espécies (ETGES, BOUVIER e BOURDIER, 1986;
MEDINA-ACOSTA et al., 1989). E expressa em amastigota e mais abundantemente em
promastigota, podendo ser excretada-secretada nos ambientes extracelulares (MEDINA-
ACOSTA et al., 1989; McGWIRE et al., 2002; JAFFE e DWYER, 2003). Esta molécula esta presa
a membrana por ancoras de GPl (DESCOTEAUX e TURCO, 1999), e sua funcdo ndo é clara,

mas esta relacionada a viruléncia do parasita e resisténcia lise mediada por complemento
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(BRITTINGHAM et al.,, 1995). Recentemente alguns estudos com metaloproteases, como a
gp63 tem demonstrado o potencial das mesmas como alvos para agentes quimioterapicos
(CHENIK et al., 2006) ou na elaboracdo de vacinas (BEVERLEY et al., 2005, CHENIK et al.,
2006).

As fosfatases dcidas secretadas conservadas (SAcPs) sdo outras proteasas
sintetizadas e liberadas por varias espécies de Leishmania presentes em abundancia nas
formas promastigotas (GOTTLIED e DWYER, 1982; BATES e DWYER, 1987), com excecdo de L.
major (DOYLE e DWYER, 1993). Ellis e colaboradores em 1998 nos seus experimentos com
soros de pacientes com Leishmaniose cutdnea infectados com L. tropica, L. major, L.
mexicana e L. braziliensis mostraram que todos possuiam anticorpos anti-SAcPs. Os autores
também concluiram que os amastigotas destas espécies produzem SAcPs, e indicaram a
conservacado estrutural desta enzima entre estas espécies de Leishmania. A presenca de
SAcPs nas diversas espécies de Leishmania leva a hipdtese de que estas moléculas
desempenham um importante papel na sobrevivéncia da parasita dentro do hospedeiro
humano (ELLIS, SHAKARIAN e DWYER, 1998).

Outra protease existente na superficie de membrana no estadio de amastigota das
leishmanias é uma cisteino proteinase de 30 kDa (p30) que esta associada a resposta imuno
celular das células Th1 encontrada em L. (L) chagasi. Esta protease permitiu prote¢do parcial
em ratos BALB/c infectados com L. (L) chagasi (PINTO et al., 2000). A p30 da L. (L) chagasi
apresenta similaridade ao antigeno de 30 kDa de amastigotas L. (L) amazonensis na resposta
protetora em camundongos (BEYRODT et al., 1997). A cisteino proteinase de 30 kDa ja foi
descritas também em amastigotas de L. (L) pifanoi e outras espécies de leishmanias do

complexo L. mexicana (COOMBS, 1982; PUPKIS e COOMBS, 1984; ALFIERI et al., 1989).

1.5.1 Diagndstico com os metabodlitos excretados-secretados de Leishmania

Como abordado anteriormente diversas técnicas podem ser utilizadas para o
diagndstico da leishmaniose visceral humana e canina. Apesar dos muitos avan¢os que
ocorreram nos ultimos anos e a despeito do grande nimero de testes disponiveis para o
diagndstico, nenhum apresenta sensibilidade e especificidade desejaveis (GONTIJO e MELO,

2004).
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O fraco desempenho dos testes sorolégicos utilizados na rotina laboratorial para o
diagndstico da LVH e da LVC pode estar diretamente limitado ao antigeno. Como visto
anteriormente, Isso pode ter relagdo direta com a espécie que se utiliza como antigeno, que
muitas vezes é diferente da que infecta o hospedeiro submetido ao teste.

Ao longo dos anos, varias moléculas envolvidas na biologia do parasito ou alvo para
anticorpos especificos do hospedeiro como resposta celular foram identificados (FERGUSON,
1999; TURCO, 2003).

Alguns estudos tém demonstrado em doenca de Chagas a importancia da utilizacdo
de antigenos soluveis excretados-secretados designados freqientemente de exoantigenos
ou antigenos “shedados”, que sdo eliminados para o meio onde o parasita cresce. Estes
exoantigenos sdo principalmente moléculas de superficie da membrana plasmatica do
parasito, e sdo importantes na patogenia da doenga (UMEZAWA et al., 1996a, 2001). Por
exemplo, o uso dos metabdlitos excretados-secretados pelas formas tripomastigotas de T.
cruzi no immunoblotting resultou em teste que pode ser considerado confirmatdrio para a
doenca (UMEZAWA et al., 1996a).

Outros estudos mostraram que as moléculas excretadas-secretadas de patégenos
intracelulares, como por exemplo, Mycobacterium tuberculosis e Toxoplasma gondii, contem
antigenos altamente imunogénicos e protetores em modelos de vacina (PRIGIONE et al.,
2000; SHAMS et al., 2004).

Entre os primeiros trabalhos que mostraram a importancia da utilizacdo dos
exoantigenos para o diagndstico da LV, estdo os trabalhos de Sergeiev e Shikuna (1969);
Schnur e colaboradores (1972), que reportaram que os produtos metabdlicos dos
promastigotas excretadas ao meio de cultura sao imunogénicos ao hospedeiro. Estas
moléculas também produzem uma reacdo de hipersensibilidade na pele sensibilizada de
cobaias e humanos (CLINTON et al., 1972).

Mas recentemente, Ellis et al. (1998) usando as fosfatases acidas secretadas
conservadas do meio de cultura de promastigotas de L. donovani, precipitaram anticorpos
especificos de um pool de soros de pacientes com LV, coletados durante a fase aguda da
doenga. Isso indicou que usar os componentes presentes no meio de cultura das formas
promastigotas poderia servir como uma fonte de antigenos para o imunodiagndstico da

leishmaniose.
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Martin e colaboradores (1998) foram os primeiros a avaliar os exoantigenos da
cultura de promastigotas de L. donovani por ELISA, com elevada sensibilidade e
especificidade na deteccdo de anti IgG de Leishmania. Nehuma reatividade cruzada foi
encontrada com soros de pacientes com malaria, filarioses, tripanossomiases africana e
equinococoses.

Em 2002, Ryan e colaboradores, mostraram também por ELISA que os exoantigenos
de L. donovani s6 podiam reagir com anticorpos de pacientes com LV. A reatividade com
anticorpos de pacientes com leishmaniose cutdanea sé foi evidenciada quando uso-se
exoantigenos de L. mexicana. Mostrando a especificidade diferenciada das moléculas
excretadas-secretadas.

Conforme ja abordado anteriormente, Rajasekariah et al. (2008) desenvolveram

III

ELISA, para o diagndstico da LVC com “pool” de exoantigenos preparado a partir de trés
espécies de Leishmania (L. infatum, L. donovani e L. major). Os resultados mostraram
correlagdo de 100% com a sintomatologia clinica e muitos soros de cdes assintomaticos
foram reativos.

S3o escassos, ainda, os estudos epidemioldgicos da avaliacdo de exoantigenos
liberados pelas formas promastigotas de L. (L.) chagasi no sorodiagndstico da LV no
hospedeiro humano ou canino.

Os pesquisadores vém mostrando que estas moléculas liberadas parecem ter
propriedades Unicas, apresentando epitopos especificos diferentes daqueles encontradas
nos extratos totais, e que os mesmos poderiam ser capazes de eliminar as reag¢des cruzadas,
e conferir uma alta especificidade para o diagndstico da LVH e LVC.

Uma vantagem do uso dessas moléculas liberadas espontaneamente no meio de
cultura decorre do fato de serem obtidas facilmente sem necessidade de técnicas
sofisticadas ou mesmo de purificacdo (GONCALVES et al., 1991; UMEZAWA et al., 1996a,
2001; ROMERO et al., 2004). Além disso, a cultura de promastigotas de Leishmania é uma

fonte de antigenos barata para o imunodiagndstico da leishmaniose visceral (MARTIN et al.,

1998).
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2 OBIJETIVO

Avaliar comparativamente os parametros imunodiagndsticos de exoantigenos e
antigeno total da L. (L.) amazonensis, L. (V.) braziliensis e L. (L.) chagasi, no diagndstico

soroldgico da leishmaniose visceral (LV) humana e canina, por ELISA e Immunoblotting.

Metas:
1) Padronizar as condi¢Ges ideais de reatividade de exoantigenos (ES) e antigeno total
(AT) de L. (L.) amazonensis, L. (V.) braziliensis e L. (L.) chagasi no imunodiagndstico da

LV humana e canina, por ELISA e Immunoblotting.

2) Calcular os parametros diagndsticos do ELISA: limiar de reatividade, sensibilidade e

especificidade dos exoantigenos e antigenos totais.

3) Calcular os parametros diagndsticos do Immunoblotting em relagdo a sensibilidade e

especificidade dos exoantigenos no diagndstico da LV humana e canina.

4) Avaliar e analisar a imunorreatividade cruzada entre as diferentes espécies de
Leishmania no contexto do imunodiagndstico da LV humana e canina por ELISA e

Immunoblotting.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Amostragem

3.1.1 Soros Humanos

Neste estudo foram utilizadas 250 amostras de soros humanos os quais foram,
distribuidas em 3 grupos (Figura 3).

O primeiro grupo consistiu de 103 individuos com diagndstico de leishmaniose
visceral (LV), com exame parasitolégico positivo (amastigotas no aspirado de medula dssea)
e classificado pela sintomatologia clinica em: i) sintomatico (n=89) [febre irregular, perda de
peso (caquexia), tosse, diarréia, palidez cutaneo-mucosa e hepatoesplenomegalia
acentuada]; ii) oligossintomatico (n=10) (febre baixa ou ausente, hepatomegalia presente,
esplenomegalia discreta, auséncia de hemorragias e caquexia) ou iii) assintomatico ou
inaparente (n=4) (sem sintomatologia clinica, sorologia positiva sem encontro de parasitas
em tecidos), provenientes da zona endémica de LV do estado do Piaui, Brasil. Estas amostras
foram gentilmente cedidas pela Dra. C. Barbieri, da Universidade Federal de Sdo Paulo.

O segundo grupo consistiu de 32 amostras de soros de individuos sadios, moradores
de regido ndo endémica para LV.

O terceiro grupo consistiu de 115 amostras de soros de individuos com outras
infeccOes ou parasitose: 16 com leishmaniose cutdnea (LC), 16 com leishmaniose
mucocutanea (LMC), 20 chagdasicos na fase crénica (DC), 63 com outras doencas (OD) [lupus
eritematoso sistémico (n=4), doenca autoimune com fator anti-nucleo positivo (n=14);
artrite reumatdide (n=3); anti-streptolisina O positiva (n=5); infectados com S. mansoni
(n=5), Toxoplasma gondii (n=6), Toxocara canis (n=3), Plasmodium sp (n=13), pacientes com

paracoccidioidomicose (n=6) e tuberculose (n=4)].
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As amostras do segundo o terceiro grupo fazem parte das cole¢bes (tecas)
armazenadas no Laboratdrio de Protozoologia do Instituto de Medicina Tropical de Sdo

Paulo, sob a responsabilidade da Dra. E. S. Umezawa.

[ Soros Humanos (250) ]

. LV ll LCe LMC (32)
Sintomatico (89) [ sadios (32) ] DC (20)
Oligosintomatico (10) 0D (63)

Assintomatico (4)

Figura 3- Grupo de estudo de soros Humanos.

3.1.2 Soros de cdes

Cento e quarenta e quatro amostras de soros foram coletadas de caes domésticos e
distribuidos didaticamente em 4 grupos (Figura 4).

O primeiro grupo consistiu de 53 amostras de soros de cdes provenientes de
Aracatuba - Sdo Paulo, Brasil, regido endémica de LV com teste parasitologico positivo com
presenca de parasitas ao exame microscopico (imunohistoquimica) de material obtido de
visceras e/ou pele. Este grupo foi classificado clinicamente por diferentes pardmetros em: i)
sintomatico (n= 37) [onicogrifose, emagrecimento, linfoadenomegalia,
hepatoesplenomegalia e lesdes do tegumento (descamacao, alopecia, nddulos e ulceras)]; ii)
assintomatico (n=16) quando ndo apresentavam nenhum dos sintomas acima descritos ou
que apresentavam um linfonodo discretamente palpavel, com pelame opaco ou indicios de
emagrecimento.

O segundo grupo consistiu de 32 cdes com suspeita de leishmaniose canina com teste
parasitolégico negativo e clinicamente diagnosticados como sintomatico (n=20) ou
assintomatico (n=12).

As amostras destes dois grupos foram gentilmente cedidas pela Dra. M. D. Laurenti
do Laboratério de Patologia de Moléstias Infecciosas da Faculdade de Medicina da

Universidade de S3o Paulo.
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O terceiro grupo de cdes sadios consistiu de 38 animais provenientes de Rondonia
(n=20) e de Aracatuba-Sao Paulo (n=18), regido endémica para leishmaniose canina.

O quarto grupo consistiu de 21 soros de cdes com outras doencas infectados com
diferentes parasitoses [Babesia sp (n=3), Erlichia sp (n=3), Neospora sp (n=3), Toxoplasma
gondii (n=3), Trypanosoma cruzi (n=7) e Trypanosoma evansi (n=2)]. Estes soros foram
provenientes de animais naturalmente infectados, com sorologia positiva para cada

parasitose e confinados em canis e acompanhados por mais de um ano.

[ Soros de caes (144) ]

v v v v

Leishmaniose [ Suspeita de Sadios [ Outras }

visceral canina (53) leishmaniose (32) (38) doencas (21)

Sintomaticos Assintomaticos Sintomaticos Assintomaticos
(37) (16) (20) (12)

Figura 4- Amostragem dos soros de c3es.

3.2 Parasitas

As diferentes espécies do género Leishmania, subgénero Leishmania e Vianna,
utilizadas neste trabalho foram cedidas gentilmente por diferentes pesquisadores

(Tabela 1).
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Tabela 1- Cepas de trés espécies do género Leishmania.

Espécie Cepa Procedéncia Cedido por (local)
Leishmania (L.) amazonensis ~ MHOM/Br/1973/M2269 Brasil Dra. S. Uliana (ICB-USP*)
Leishmania (V.) braziliensis MHOM/Br/1975/M2903 Brasil Dra. S. Uliana (ICB-USP)
Leishmania (L.) chagasi MHOM/Br/1972/LD Brasil Dr. A.Tempone (IAL SP°)

*|CB-USP- Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de S3o Paulo
° IAL-SP- Instituto Adolfo Lutz de Sdo Paulo

3.2.1 Cultura

As formas promastigotas das trés espécies do género Leishmania foram cultivadas
em meio liquido LIT (Liver Infusion Tryptose) (CASTELLANI et al., 1967), suplementado com
5% de soro fetal bovino (SFB) (Cultilab, Campinas, SP,Brasil) e adicionado de 5% de urina
masculina. As culturas foram mantidas a temperatura de 28 °C, sem agitacdo em frascos
Erlenmeyer, em volumes de 20 ml. No terceiro dia de cultivo, guando o nimero de formas
promastigotas eram aproximadamente 1x10® parasitas/ml efetuaram-se repiques na
proporcdo de (1: 5) (1 ml da cultura de 3 dias de crescimento e 4 ml de meio LIT). Estas

culturas foram empregadas na preparacao dos diferentes extratos antigénicos.

3.2.2 Extratos antigénicos

3.2.2.1 Exoantigenos (ES)

Os exoantigenos (ES) foram obtidos de formas promastigotas das 3 espécies de
Leishmania: L. (L.) amazonensis, L. (V.) braziliensis e L. (L.) chagasi, incubados (5x108
parasitas/ml), 24 horas em meio RPMI (Sigma-1640 Sigma-Aldrich, Sdo Paulo, SP, Brasil)

adicionado de 2% de urina masculina e incubados a 28 °C. Apds 24 horas os parasitas foram
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centrifugados e o sobrenadante contendo os exoantigenos (ES) foi coletado e armazenado a
-70 °C em aliquotas até o momento do uso. Os parasitas tinham sido previamente lavados 2

vezes com meio RPMI, sem soro fetal, e centrifugados a 1000 xg, por 15min a 4 °C.

3.2.2.2 Antigeno total (AT)

Os antigenos totais (AT) foram preparados com as formas promastigotas das 3
espécies de Leishmania crescidos em meio LIT. Os parasitas foram lavados 3 vezes com
tampado fosfato salina (0,01 M fosfato pH 7,2; NaCl 0,8% = PBS) por centrifugacdo (1000 xg,
15min a 4 °C). Ao sedimento adicionou-se NaOH 0,3 M, na proporc¢do de 1 ml/ 100 mg de
parasita, apods agitacdo magnética constante (18hr a 4 °C) os extratos antigénicos foram
neutralizados com HCL 0,3 N até atingir o pH 7,2 e centrifugados a 4000 xg por 1min
(UMEZAWA et al., 1996a). A concentracdo protéica foi quantificada no sobrenadante
utilizando o kit comercial “Micro BCA Protein Pierce Assay Kit” (Pierce, lllinois, USA). Apds
dosagem do conteldo protéico os AT foram armazenados em aliquotas a -70 °C até o

momento do uso.

3.3 Técnicas sorolodgicas

3.3.1 ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay)

Placas de poliestireno “High binding” (Corning Incorporated, New York, NY, USA) de
fundo chato com 96 cavidades foram sensibilizadas com 50 Ul dos preparados antigénicos
(ES e AT), de cada espécie de Leishmania, diluidos em tampdo carbonato-bicarbonato (0,05
M; pH 9,6) incubados por 18hr a 4 °C, em cadmara Umida. Apds este tempo as placas foram
lavadas uma vez com PBS e bloqueadas com 100 pl de leite desnatado (MOLICO-Nestlé) a 5%

em PBS e incubados por 30min a temperatura ambiente. Apds o descarte do bloqueio,
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adicionou-se 50 ul dos soros diluidos em PBS-Tween 20 (0,05%) contendo 1% de leite
desnatado (MOLICO-Nestlé) e novamente incubadas por 60min a 37 °C. Apds cinco lavagens
com PBS-T, adicionou-se 50 Ul do conjugado peroxidase anti-IgG humana (Sigma-Aldrich,
Saint Louis, Missouri, USA) na diluicdo 1: 3000, ou anti-IgG cdo (Sigma-Aldrich, Saint Louis,
Missouri, USA) na diluicdo 1: 800, diluidos em PBS-T e novamente incubados por 60min a
37 °C.

A reacdo foi revelada, apos outro ciclo de lavagens, com a adicdo de 50 pl de uma
mistura de 5 mg de orto-phenylene diamine (OPD), 7,5 ul do substrato perdxido de
hidrogénio (H,0, 30%) e 12,5 ml de tampao citrato-acido citrico 0,05 M, pH 5,0 e incubados
por 30min a 37 °C. A reacdo foi interrompida com a adicdo de 25 pl de HCl 4 N e as
densidades opticas (Absorbancias = Abs) foram obtidas no leitor de ELISA (Multiskan-Titertek

I1), no comprimento de onda de 492 nm.

3.3.1.1 Célculo do limiar de reatividade (LR)

O Limiar de Reatividade de cada antigeno foi calculado utilizando-se a média
aritmética das Abssenm Obtidas com 32 amostras de soros de humanos saudaveis ou 38
amostras de soros de cdes sadios, acrescidos de trés desvios padrées (média+3SD)

(KURSTAK, 1985).

3.3.1.2 Analise estatistica da imunorreatividade dos extratos antigénicos

A imunorreatividade (Abs) de cada preparado antigénico, pelo ELISA, foi analisado
pelo método estatistico ANOVA-One Way que compara as médias de amostras numéricas
independentes (utilizando a distribuicdo F). Essencialmente, a razdo de variancia é uma
comparacdo da variacdo entre os diferentes grupos antigénicos (ES e AT) para a variancia
entre as amostras individuais dentro desses grupos. A maior proporg¢ao implica diferengas

significativas entre os grupos (p< 0.05). Para fortalecer os resultados do ANOVA-One Way,



utilizou-se o teste Dunnett’s para realizar comparag¢des multiplas entre o antigeno ES de L.
(L.) chagasi e os preparados antigénicos ES e AT das diferentes espécies de leishmanias, com
o intuito de verificar a presenga de diferencgas estatisticas significativas (p<0.05). Os métodos
estatisticos foram efetuados com o software Prism™ versdo 3.0 (Graphpad software, inc

1999) para Windows®.

3.3.2 Immunoblotting

3.3.2.1 Eletroforese de proteinas em gel de poliacrilamida

Os componentes protéicos contidos nos ES, AT e parasitas integros das 3 espécies de
Leishmania foram separados por eletroforese em gel de poliacrilamida contendo SDS 0,1%
(Duodecil Sulfato de Sadio) (LAEMMLI, 1970) no sistema de mini gel (8,5 x 5,0 cm, Bio-Rad
Co.) utilizando gel de separacdo (300 mM Tris-HCI pH 8,6; SDS 0,1%; acrilamida 29,2%; N,N
metileno bis acrilamida 0,8%; persulfato de aménia 0,03% e N,N,N,N-tetrametilenodiamida=
Temed 0,1%) na concentragdo de 13% e gel de empilhamento a 4%.

As amostras ES e AT das diferentes espécies de Leishmania, sem soro fetal bovino
(SFB) foram diluidas Vol/Vol em tampdo de amostra (160 mM Tris HCI pH 6,8; SDS 5%; 50
mM de 2-mercaptoethanol; glicerol 20% e azul de bromofenol 0,02%) e fervidas a 100 °C
por 5min. As amostras foram aplicadas no gel no volume de 30 pl/canaleta, quando se
utilizou um pente de teflon de 10 orificios e 400 ul quando se utilizou um pente uUnico de 90
mm de largura e 1 mm de espessura.

Os parasitas integros (5x10° formas promastigotas) foram diluidos com 150 pl de
tampao de lise contendo inibidores de protease [NP40 1%; 10 mM Tris-HCL pH 7,5; 1 mM
M-a-p-tosil-L-lisina clorometil cetona (TLCK); 1 mM Fluoreto de fenil metil sulfonila (PMSF) e
2,8 U/ml Aprotinina] e incubados por 5min a 4 °C. Apds este tempo adicionou-se 150 pl de
tampao de amostra e a mistura foi submetida a fervura de 100 °C por 5min, foram aplicadas

30 pl/canaleta.
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A corrida eletroforética foi efetuada utilizando-se um tampdo de corrida (75 mM
Tris; 576 mM glicina pH 8,64 e SDS 0,1%) e submetida a uma corrente de 100V, por
aproximadamente 2hr. Apds este tempo as fragdes antigénicas, contidas no gel, foram
transferidas eletroforeticamente para membranas de nitrocelulose (NTC).

Marcadores de peso molecular adquiridos comercialmente Sigma-High (Sigma-
Aldrich, Sdo Paulo, SP, Brasil) foram utilizados como padrées de peso molecular
correspondentes as seguintes proteinas: 29 kDa (Anidrase Carbonica), 45 kDa (Albumina de
ovo), 66 kDa (Albumina bovina), 97 kDa (Fosforilase B), 116 kDa (Galactosidase) e 205 kDa
(Miosina) ou Sigma-Low: 14,4 kDa (a-Lactaalbumina), 20,1 kDa (Inibidor de tripsina), 30 kDa
(Anidrase carbonica), 43 kDa (Albumina de ovo), 67 kDa (Albumina bovina) e 94 kDa

(Fosforilase B).

3.3.2.2 Transferéncia eletroforética de proteinas

A transferéncia eletroforética das proteinas separadas por SDS-PAGE, para
membranas de nitrocelulose (NTC) 0,45 um (Millipore Corporation, Bedfor, MA, USA) foi
realizada de acordo com a técnica descrita por Towbin e colaboradores (1979). A
transferéncia foi executada no sistema semi-seco (Semi-Phor TE 70 - Hoeffer Sc Instruments
Co.) por 1 hora sob acdo de uma corrente elétrica de 0,9 mA/cm2 utilizando um tampao de
transferéncia (25 mM Tris; 192 mM glicina e metanol 20% pH 8,3).

A eficiéncia da transferéncia das fracdes protéicas e a localizagcdo das proteinas do
padrdo de PM, nas membranas de NTC, foi efetuada usando-se o corante Ponceau
(Ponceau-S 0,2%; acido acético 1%). A regido correspondente ao marcador do PM, corada
com o Ponceau, localizada nas membranas, foi recortada, corada com amido black 0,1% e
descorada com dacido acético 7%. A membrana restante corada com Ponceau foi descorada

com PBS.
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3.3.2.3 Immunoblotting

A membrana de nitrocelulose (NTC) contendo os antigenos foi bloqueada com a
solugdo bloqueadora (leite desnatado (MOLICO-Nestlé) a 5%, em PBS, incubados por 1 hora
a temperatura ambiente, sob agitacdo constante. As membranas bloqueadas foram
incubadas com os soros diluidos (1: 100) em PBS contendo 1% de leite, por 2 horas a
temperatura ambiente, sob agitacdo constante. Apds 5 lavagens (5min cada) com PBS, as
membranas foram incubadas com conjugados peroxidase anti-IgG humano (1: 3000) ou
anti-gG cdo (1: 800), (Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, USA) diluidos em PBS, incubados
por 2 horas a temperatura ambiente sob agitagdo. Apds novo ciclo de lavagens em PBS, os
imunocomplexos foram visualizados por meio da adicdo de 500 pl de uma solucgdo
reveladora (6 mg de 4-Cloro-naftol; 2 ml de metanol; 10 ml de PBS e 10 ul de H,0;). A
reacao foi interrompida por adicdo de dgua destilada, ap6s o aparecimento das bandas. As
membranas foram lavadas com agua destilada e colocadas entre dois papéis de filtro para
secagem. A documentacdo foi realizada por fotografias ou digitalizada em um programa de

computador.

3.4 Calculo dos parametros imunodiagndsticos

Os indices imunodiagndsticos de sensibilidade e especificidade foram calculados
utilizando-se uma tabela de dupla entrada relacionando testes com o diagndstico verdadeiro
da doenca (Tabela 2). O resultado do teste foi calculado empregando o programa WIN
EPISCOPE 2.0. Para calcular os indices de sensibilidade e especificidade dos ELISAs ou
Immunoblotting, quer para o hospedeiro humano como para o canino, foi utilizado como

critério a positividade do teste parasitolégico e presenga de sintomatologia clinica.



47

Tabela 2- Combinac¢do binaria entre os resultados provaveis obtidos em um determinado teste e o
diagndstico verdadeiro da doenca.

DOENCA- Diagndstico verdadeiro
TESTES
Presente Ausente
Verdadeiros positivos Falsos positivos
Positivo
A B
Falsos negativos Negativos verdadeiros
Negativo
C D

FONTE: Ferreira e Avila (2001)
A sensibilidade (S) do teste é fornecida pela porcentagem de casos positivos

detectados pelo teste entre os individuos sabidamente doentes. A especificidade (E) pela

porcentagem de casos negativos, entre individuos ndo doentes.

A+C B+D
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4 RESULTADOS

4.1 ELISA — HOSPEDEIRO HUMANO

Dois preparados antigénicos denominados: exoantigenos (ES) e antigeno total (AT)
obtidos de formas promastigotas de 3 espécies do género Leishmania [( L. (L.) amazonensis,
L. (V.) braziliensis e L. (L.) chagasi)] foram analisados por ELISA. A analise comparativa dos
parametros imunodiagndsticos (sensibilidade e especificidade) foi realizada com amostras
de soros de pacientes diagnosticados com Leishmaniose visceral (LV) ou sem a parasitose

(Figura 3).

4.1.1 Concentragoes ideais dos extratos antigénicos

A padronizagdo para determinar a concentragao ideal dos antigenos ES
(exoantigenos) e AT (antigeno total), a ser utilizada no ELISA, foi executada com amostras de
soros de 3 individuos com Leishmaniose visceral (LV1, LV2, LV3) e de um sadio (S), diluidos a
1: 200. O critério de escolha da concentragdo ideal foi a diluigdo com a reatividade
(Absorbanciasgonm = Abs) que melhor discriminasse entre os individuos infectados do ndo
infectado (sadio).

Entre as diluicdes efetuadas com o ES (de 1: 6,25 a 1: 800) escolheu-se a diluicdo
1: 50 correspondente as moléculas excretadas-secretadas por 1x10’ promastigotas/ml. A
mesma diluicdo foi a escolhida para as 3 espécies de leishmanias (Figura 5).

A titulacdo dos AT (antigeno total) diluidos na razdo 2 (1: 125 a 1: 64.000) indicou que
a diluicdo ideal para as trés espécies foi 1:1000, correspondente a concentragdo protéica de
5,7 ug/ml para L. (L.) amazonensis; de 5,6 ug/ml para L. (V.) braziliensis e de 6 ug/ml para L.
(L.) chagasi (Figura 6).
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para o ELISA o qual correspondente a 1x10’ parasitas/ml.
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Figura 6- Curvas de titulagdo para determinar a concentragdo ideal dos antigenos AT: A) L. (L.)
amazonensis; B) L. (L.) braziliensis; C) L. (L.) chagasi a ser utilizado no ELISA. LV1, LV2, LV3
correspondem as amostras de soros de pacientes com Leishmaniose visceral. A seta vertical indica a
diluicdo do antigeno escolhida para o ELISA com a correspondente concentracdo protéica.
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4.1.2 Calculo do limiar de reatividade (LR)

O limiar de reatividade (LR), o qual foi obtido utilizando-se a média aritmética das
Abssgonm de 32 amostras de soros de individuos sadios acrescido de trés desvios padroes
(média+3SD), foram: ES-A [0,091 + (3x0,049)=0,24]; ES-B [0,075 + (3x0,050)=0,23]; ES-C
[0,087 + (3x0,046)=0,23]; AT-A [0,088 + (3x0,053)=0.25]; AT-B [0,102 + (3x0,050)=0,25]; AT-C
[0,105 + (3x0,042)=0,23]. Os LR foram semelhantes tanto para os ELISAs que utilizaram o
antigeno ES (ELISA-ES) como para o AT (ELISA-AT), para as 3 espécies de Leishmania, com
valores de muito préximos (0,23 a 0,25) (Figura 7).

Aplicando-se a analise estatistica de ANOVA-One way para os LRs obtidos ndo se

observou diferencgas estatisticamente significativas entre os mesmos.
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Figura 7- Limiar de reatividade (LR) dos ELISAs-ES (exoantigenos) e ELISAs-AT (antigeno total) das
Leishmanias: A) L. (L.) amazonensis; B) L. (L.) braziliensi; C) L. (L.) chagasi. As barras horizontais
representam a média aritmética das Abs,g,.m da reatividade de IgG para cada ELISA. LR = limiar de
reatividade.
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4.1.3 indice de sensibilidade relativa

A sensibilidade de 100%, do ELISA-ES e ELISA-AT das 3 espécies de Leishmanias, foi
obtida analisando-se 89 amostras de soros de individuos provenientes do estado de Piaui
(zona endémica de LV) (Figura 3). Estes pacientes tinham previamente o diagndstico clinico
para Leishmaniose visceral (LV) e com diagndstico parasitoldgico positivo pelo encontro de
formas amastigotas no aspirado de material obtido da medula déssea.

As diferengas estatisticas entre os ELISAs-ES e AT, aplicando os testes ANOVA-One
way e de Dunnett’s (que utilizam mediana e médias aritméticas para comparar diferentes
amostras), mostraram diferengas estatisticamente significativas (p<0.05) quando se
comparou o ELISA-ES-L.(L.) chagasi com ELISA-ES-L.(L.) amazonensis e/ou ELISA-ES-L.(V.)
braziliensis (Figura 8). Diferencas estatisticamente significativas (p<0.05) também foram

observadas quando se comparou os ELISA-ES e ELISA-AT de L.(L.) chagasi (figura 8).
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Figura 8- Reatividade do ELISA-ES e ELISA-AT com 89 individuos com LV (com parasitologia positiva),
gue utilizou como antigenos as Leishmanias: A) L. (L.) amazonensis; B) L. (L.) braziliensis; C) L. (L.)
chagasi. Cada ponto representa a reatividade (Abs.g,nm) de uma amostra. O grafico interno é
apresentada em forma de “wisker-box”, que distribui a reatividade das amostras em quartis. A barra
no meio do grafico representa a mediana.
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4.1.4 indice de especificidade relativa

O indice de especificidade relativa, que representa o nimero de amostras que
apresentaram reatividade cruzada, foi calculado utilizando 147 amostras de soros incluindo:
individuos sadios (n=32), Leishmaniose cutanea e mucocutanea (n= 32), doenca de Chagas
(n=20) e outras doencas (n=63). A especificidade relativa de 92,5%; 92,5% e 91,2% foram
obtidas pelos ELISAs-ES e de 74,2%; 75,5% e 77,6% pelos ELISAs-AT, respectivamente para L.
(L.) amazonensis, L. (L.) braziliensis, L. (L.) chagasi (Tabela 3).

Estes dados indicam claramente que pacientes com LC ou LMC reagem cruzadamente
com o ELISA-ES ou AT que utilizam L.(L.) amazonensis, L. (L.) braziliensis ou L. (L.) chagasi.
Quando este indice foi calculado omitindo-se as amostras LC e LMC os indices dos ELISA-AT
foram menores do que os do ELISA-ES (Tabela 3), indicando uma melhor especificidade para
o antigeno ES independente da espécie de Leishmania utilizada.

Estes dados indicam que ndo existe uma reacdo espécie-especifica, todos os
pacientes infectados com Leishmania spp reagem com as 3 espécies de Leishmania aqui
analisadas. Diferencas estatisticamente significativa (p<0,05) foram observadas somente
entre os ELISAs que utilizam diferentes preparados antigénicos, isto é entre ELISA-ES e

ELISA-AT, indiferente da espécie de Leishmania empregada.

Tabela 3- indices de especificidades relativa (%) para os ELISAs-ES e AT, no diagndstico da
Leishmaniose humana.

indice ELISA-ES (%) ELISA-AT (%)

m A B C A B C

Especificidade 147 92,5 92,5 91,2 74,2 75,5 77,6
Especificidade* 115 92,2 95,7 99,1 87,0 87,0 82,6

A=L. (L) amazonensis, B = L. (V.) braziliensis, C = L. (L.) chagasi
* indices nos quais se excluiram as amostras de pacientes com LC e LMC (n=32).
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4.1.5 Reatividade cruzada

a) pacientes com Leishmaniose cutanea (LC, n=16) e mucocutanea (LMC, n=16);

Os dados comparativos entre ELISA-ES e ELISA-AT mostraram que a reatividade
cruzada (nUmero de amostras positivas) do grupo de pacientes com LC e LMC ocorre
preferencialmente com o ELISA-AT (43,8-81,3%) (Tabela 4B) do que com o ELISA-ES (18,8-
43,8%) (Tabela 4A), com diferentes titulos de reatividade e médias para as 3 espécies.

O grupo de pacientes com LC apresentou positividades de 31,3% para ELISA-ES (A= L.
(L.) amazonensis, B= L. (V.) braziliensis, e C= L. (L.) chagasi) e 43,8% (C); 50% (B) e 56,3% (A)
para ELISA-AT (Figura 9 e Tabela 4A,B).

O grupo de pacientes com LMC apresentou positividades de 18,8% (B); 25% (A) e
43,8% (C) para ELISA-ES e de 68,8% (A, B) e 81,3% (C) para ELISA-AT (Figura 9 e Tabela 4A, B).

As médias de reatividade do grupo LMC foram perto do LR para o ELISA-ES e maiores
para o ELISA-AT (Figura 9).

b) pacientes com doenca de Chagas (DC, n=20);

A porcentagem de reatividade cruzada no grupo dos chagdsicos foi maior para ELISA-
AT (55-65%) do que para ES (5-10%). O ELISA-ES apresentou reatividade de 10% (2/20) para
L. (L.) amazonensis e 5% (1/20) tanto para L. (V.) braziliensis como para L. (L.) chagasi. Por
outro lado o ELISA-AT de L. (L.) chagasi apresentou uma positividade de 55% (11/20), de 65%
para ELISA-AT de L. (L.) amazonensis e 60% para ELISA-AT de L. (V.) braziliensis (Figura 9 e
Tabela 4A, B).

c) pacientes com outras doencas (OD, n=63)

Entre o grupo de individuos com diferentes doencas somente um paciente infectado
com Paracoccidioidomicose foi reagente (1,6%) para ELISA-ES de L (L.) braziliensis. A
reatividade cruzada foi maior para ELISA-AT, sendo de 7,9% para L. (L.) amazonensis e L. (V.)
braziliensis. O ELISA-AT de L. (L.) chagasi ndo apresentou reatividade positiva (0% de

reatividade).
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A figura 9 ilustra os dados apresentados na tabela 4A e 4B, mostrando a reatividade
em Absieonm, Para os pacientes com leishmaniose cutanea (LC), leishmaniose mucocutanea
(LMC), doenca de Chagas (DC) e outras doencas (OD). Uma comparacdo entre ELISA-ES e
ELISA-AT mostra que a positividade de AT comparada ao ELISA-ES foi 3,7 vezes maior quando
se utilizou a L. (L.) amazonensis, 3,4 vezes para a L. (V.) braziliensis e 2,6 vezes para a L. (L.)
chagasi. Concluindo que mesmo utilizando um extrato total a melhor

especificidade/auséncia de reatividade cruzada foi obtida quando se utilizou L. (L.) chagasi.

Tabela 4A- Numero de amostras de soros de pacientes nao infectados com L. (L.) chagasi
com reatividade cruzada (positividade %) para o ELISA-ES.

Estado clinico ELISA-ES (exoantigeno)
(n)
A B C

n(%) n(%) n(%)
Sadios 32 0 0 0
LC 16 5(31,3) 5(31,3) 5(31,3)
LMC 16 4(25) 3(18,8) 7(43,8)
doenca de Chagas 20 2(10) 1(5) 1(5)
Outras doencas (OD) 63 0 1(1,6) 0
Ldpus eritematoso sistémico 4 0 0 0
Doenca autoimune com fator 14 0 0 0

anti-nucleo positivo

Artrite reumatdide 3 0 0 0
Anti-streptolisina O positiva 5 0 0 0
S. mansoni 5 0 0 0
T. gondii 6 0 0 0
Toxocara canis 3 0 0 0
Plasmodium sp 13 0 0 0
Paracoccidioidomicose 6 0 1 0
Tuberculose 4 0 0 0
TOTAL 147 11(7) 10(7) 12(8)

A = L. (L.) amazonensis, B = L. (V.) braziliensis, C = L. (L.) chagasi
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Tabela 4B- Numero de amostras de soros de pacientes ndo infectados com L. (L.) chagasi

com reatividade cruzada (positividade %) para o ELISA-AT.

Estado clinico

ELISA- AT (Antigeno total)

(n) A B C
n(%) n(%) n(%)

Sadios 32 0 0 0
LC 16 9(56,3) 8(50) 7(43,8)
LMC 16 11(68,8) 11(68,8) 13(81,3)
doenca de Chagas 20 13(65) 12(60) 11(55)
Outras doencas (OD) 63 5(7,9) 5(7,9) 0
Lupus eritematoso sistémico 4 0 0 0
Doenga autoimune com fator 14 2(14,3) 3(21,4) 0
anti-nucleo positivo
Artrite reumatdide 3 0 0 0
Anti-streptolisina O positiva 5 1(20) 1(20) 0
S. mansoni 5 0 0 0
T. gondii 6 1(16,6) 1(16,7) 0
Toxocara canis 3 0 0 0
Plasmodium sp 13 1(7,7) 0 0
Paracoccidioidomicose 6 0 0 0
Tuberculose 4 0 0 0

TOTAL 147 38(26) 36(24) 31(21)

A= L. (L.) amazonensis, B = L. (V.) braziliensis, C = L. (L.) chagasi
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Figura 9- Reatividade de individuos com Leishmaniose cutanea (LC), Leishmaniose mucocutanea
(LMC), doenga de Chagas (DC) e outras doengas (OD) com ELISA-ES e AT de A) L. (L.) amazonensis; B)
L. (V.) braziliensis; C) L. (L.) chagasi. A linha horizontal representa o limiar de reatividade (LR) para

cada antigeno.
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4.1.6 Avaliagao imunodiagnostico de casos suspeitos de LV

A positividade de 100% no ELISA-ES o ELISA-AT foi obtida quando foram testadas 14
amostras de individuos com suspeita de leishmaniose visceral, clinicamente diagnosticados
como oligossintomaticos (n=10) (hepatoesplenomegalia discreta) ou sem sintomatologia
clinica manifesta, considerados assintomaticos (n=4) (Figura 3).

O teste ANOVA-One way com teste de Dunnett’s mostrou diferengas de reatividade
estatisticamente significativas no grupo oligossintomatico, a maior reatividade (mediana e
media aritmética) foi observada com o ELISA-ES de L. (L.) chagasi e menores com o ELISA-AT
de L. (L.) chagasi e L. (L.) amazonensis (p<0.05) (Figura 10).

Nos assintomdticos os ELISA-AT e ELISA-ES ndo apresentaram diferencas
estatisticamente significativas na sua reatividade, independentemente da espécie da
Leishmania utilizada (p>0.05). Como o nimero de amostras foi muito pequeno, estes dados

deverdo ser futuramente analisados com um ndmero maior de amostras (Figura 10).
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Figura 10- Reatividade de soros de individuos com suspeita clinica (oligossintomdtico; n=10) de LV ou
sem clinica (assintomaticos; n=4) por ELISA-ES e AT [A) L. (L.) amazonensis, B) L. (V.) braziliensis, C) L.
(L.) chagasi]. Cada ponto representa a reatividade em Absg,,m Obtida para uma amostra. A figura é
apresentada em forma de “wisker-box”, que distribui os dados em quartis. A barra no meio do
grafico representa a mediana.
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4.2 ELISA - HOSPEDEIRO CANINO

A analise comparativa dos parametros imunodiagndsticos (sensibilidade e
especificidade) do ELISA, no hospedeiro canino, foi realizada com amostras de soros de cdo
diagnosticados com leishmaniose canina e diagnosticados como ndo infectados com
leishmaniose (Figura 4). Como no caso dos hospedeiros humanos analisou-se também o
ELISA-ES e AT das 3 espécies do género Leishmania: L. (L.) amazonensis, L. (V.) braziliensis e

L. (L.) chagasi.

4.2.1 Limiar de reatividade (LR)

O limiar de reatividade (LR) dos ELISAs foi calculado utilizando-se 38 amostras de
soros de cdes sadios [20 de cdes de Rondo6nia e 18 de Aracatuba (Sdo Paulo)], em amostras
de soros de cdes diluidos a 1: 200. Os limiares de reatividade obtidos para os ELISAs foram
muito préximos de 0,24 a 0,29, calculados com a média aritmética acrescidos de 3 SD. Os
LRs obtidos foram: para o ES-L. (L.) amazonensis [0,112 + (3x0,049)=0,26]; ES-L. (V.)
braziliensis [0,101 + (3x0,046)=0,24]; ES-L. (L.) chagasi [0,109 + (3x0,046)=0,25]; AT-L. (L.)
amazonensis [0,139 + (3x0,049)=0,29]; AT-L. (V.) braziliensis [0,110 + (3x0,052)=0,27]; AT-L.
(L.) chagasi [0,105 + (3x0,042)=0,26] (Figura 11).
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Figura 11- Limiar de reatividade (LR) dos ELISA-ES e AT [exoantigenos (ES) e antigeno total (AT)] das
leishmanias: A) L. (L.) amazonensis, B) L. (V.) braziliensis, C) L. (L.) chagasi. Limiar de reatividade (LR =
M+3SD). As barras horizontais no meio das Abs,g,nm representam a média aritmética de cada
antigeno.

4.2.2 indice de sensibilidade relativa

A sensibilidade relativa foi calculada utilizando-se 53 amostras de soros de cdes que
apresentaram parasitologia positiva para leishmaniose visceral. O diagndstico parasitoldgico
baseou-se na deteccdo de formas parasitarias ao exame microscépico de material obtido de
visceras e/ou pele. Os animais que apresentavam onicogrifose, emagrecimento,
linfoadenomegalia, hepatoesplenomegalia e lesGes do tegumento (descamacdo, alopecia,
nodulos e ulceras) foram clinicamente classificados em sintomaticos (n= 37) e quando ndo
apresentavam nenhum dos sintomas acima descritos, mas apresentavam linfonodo
discretamente palpavel, com pelame opaco, ou indicios de emagrecimento foram
considerados como assintomaticos (n=16).

Os ELISAs-ES ou AT apresentaram positividade de 100% para os grupos sintomaticos
e assintomaticos resultando na sensibilidade de 100%. A mediana e média aritmética da

reatividade das amostras apds a avaliacdo do teste ANOVA-One way com teste de Dunnett’s,
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para as comparacoes entre os diferentes preparados antigénicos comparados com o ELISA-
ES- L.(L.) chagasi, ndo mostrou diferencas estatisticamente significativas entre os testes
(p<0.05).

No grupo dos sintomaticos a maior reatividade foi observada para o ELISA-ES espécie
especifica [L. (L.) chagasi] comparado com o ELISA-AT da mesma espécie (p<0.05) ou ELISAs-
ES e AT das espécies L. (L.) amazonensis e L. (V.) braziliensis (p<0.05) (Figura 12).

No grupo dos assintomdticos embora ndo fossem detectadas diferencas estatisticas
entre ES e AT da mesma espécie L (L.) chagasi (p>0.05), é possivel notar que a mediana e
média aritmética foram mais altos para os ELISA-ES. O ELISA-ES de L (L.) chagasi quando
comparada aos ELISAs-ES e AT das L. (L.) amazonensis e L. (V.) braziliensis apresentou

diferencas estatisticamente significativas (p<0.05) (Figura 12).
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Figura 12- Reatividade do ELISA-ES e ELISA-AT, utilizando: A) L. (L.) amazonensis, B) L. (V.) braziliensis,
C) L. (L.) chagasi; com 37 soros de cdes sintomaticos e 16 soros de cdes assintomaticos com
parasitologia positiva. Cada ponto representa a reatividade observada para cada amostra medida em
(Absag2nm). Figura é apresentada em forma de wisker-box, que distribui a reatividade em quartis. A
barra no meio do grafico representa a mediana.
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4.2.3 indice de especificidade relativa

A especificidade relativa para os diferentes ELISAs foi calculada utilizando-se 59
amostras de soros (38 soros de animais sadios e 21 soros de cdes com outras parasitose
[Babesia sp (n=3), Erlichia sp (n=3), Neospora sp (n=3), Toxoplasma gondii (n=3),
Trypanosoma evansi (n=2) e Trypanosoma cruzi (n=7)].

Os indices de especificidade foram semelhantes entre os ELISAs-ES [89,8% (A); 88,1%
(B) € 94,9% (C)] e os ELISAs-AT para as 3 espécies foi de 86,4% (Tabela 5).

Tabela 5- Especificidade relativa dos ELISAs-ES e AT, em porcentagem (%).

indice (n) ELISA-ES (%) ELISA-AT (%)

Especificidade 59 89,8 88,1 94,9 86,4 86,4 86,4

A=L. (L.)amazonensis, B = L. (V.) braziliensis, C = L. (L.) chagasi
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4.2.4 Reatividade cruzada

Os ELISA-AT apresentaram as maiores reatividades cruzadas de 38% quando
testados com soros de animais portadores de outras parasitoses, independentemente da
espécie de Leishmania utilizada, as menores reatividades foram obtidos com os ELISA-ES
(14,3-33,3%) (Tabela 6).

Como apresentado na tabela 6 a positividade do ELISA-ES de L. (L.) chagasi foi de
14,3% (com 2 soros de cdo infectado com T. evansi e 1 soro de cdo infectado com T. cruzi),
com L. (L.) amazonensis de 28,6% e com L. (V.) braziliensis de 33,3%. O ELISA-AT apresentam

reatividade de 38% para as 3 espécies.

Tabela 6- Numero de casos com reatividade cruzada no ELISA-ES e AT, pertencentes ao
grupo de animais com outras parasitoses.

Clinica Numero de casos positivos no ELISA
ELISA-ES ELISA-AT

(n) A B C A B C
Babesia sp 3 0 0 0 0 0 0
Erlichia sp 3 0 0 0 0 0 0
Neospora sp 3 0 0 0 1 0 0
T. gondii 3 0 0 0 0 1 0
T. evansi 2 2 2 2 2 2 2
T. cruzi 7 4 5 1 5 5 6

Totaln (%) 21 6(28,6) 7(33,3) 3(14,3) 8(38) 8(38) 8(38)

A= L. (L.) amazonensis, B = L. (V.) braziliensis, C = L. (L.) chagasi
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A reatividade cruzada de 14,3% com menores titulos apresentada pelo ELISA-ES de L.
(L.) chagasi indica que este teste pode ser indicado para o diagnostico sorolégico da
Leishmaniose canina, uma vez que os ELISAs-AT que utilizam tanto L. (L.) amazonensis, L. (V.)
braziliensis e L. (L.) chagasi resultaram em uma positividade cruzada de 28,6 e 33,3%

respectivamente, com altos titulos (Figura 13).
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Figura 13- Distribuicdo da reatividade (Abs) com o ELISA-ES e AT [A) L. (L.) amazonensis, B) L. (V.)
braziliensis, C) L. (L.) chagasi] de amostras de animais denominados “com outras parasitoses”. A linha
horizontal representa o limiar de reatividade (LR) para cada antigeno.
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4.2.5 Avaliagao imunodiagndstica de caes com suspeita de Leishmaniose

Nesta etapa foram analisados 32 amostras de cdes com suspeita de Leishmaniose
canina, os quais tinham diagndstico parasitolégico negativo, sendo que aqueles que
apresentavam sinais clinicos foram classificados como sintomaticos (n=20) e os sem sinais
como assintomaticos (n=12) (Figura 4).

Os ELISAs ES e AT apresentaram positividades variadas no grupo de cdes sintomaticos
(Tabela 7), sendo de 55 a 70% para o ELISA-ES e 55% a 60% para o ELISA-AT de (Tabela 7).
Nesta analise foi incluido um ELISA que utiliza extrato total de formas promastigotas de L.(L.)
chagasi, obtido por congelamento e descongelamento, utilizado pelo grupo do
departamento de Patologia da Faculdade de Medicina da USP e denominado ELISA-T- FM,
gue apresentou 40% de positividade para o grupo de cdes sintomaticos.

A positividade no grupo de cdes diagnosticados como assintomatico foi de 92% para
o ELISA-ES [L. (L.) amazonensis, L. (V.) braziliensis], de 83% para L. (L.) chagasi, de 83% para o
ELISA-AT [L. (L.) amazonensis e para L. (V.) braziliensis] e 75% para ELISA-T-FM de L. (L.)

chagasi.

Tabela 7- Porcentagem de positividade do ELISA- ES ou AT com amostras de cdes com
suspeita de leishmaniose (n=32).

Clinica (n) ELISA ES n (%P) ELISA AT n (%P) T-FM

A B C A B C C
Sintomaticos 20 12(60) 14(70) 11(55) 11(55) 12(60) 12(60) 8(40)
Assintomaticos 12 11(92) 11(92) 10(83) 10(83) 10(83) 9(75) 9(75)
Total 32 23(71,9) 25(78,1) 21(65,6) 21(65,6) 22(68,7) 21(65,6) 17(53,1)

A = L. (L.) amazonensis, B = L. (V.) braziliensis, C = L. (L.) chagasi
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Estes dados mostram a dificuldade do diagndstico soroldgico na leishmaniose canina,
sugerindo que pode existir uma elevada porcentagem de cdes assintomdaticos que podem
estar infectados com Leishmania spp. Apesar destes cdes ndo apresentarem parasitas ao
exame parasitologico e serem considerados suspeitos, uma positividade de 75 a 92%,
dependente do antigeno utilizado, foi obtida no grupo considerado assintomatico. Como
houve discordancia entre os ELISA-ES e/ou ELISA-AT, dependente do antigeno utilizado, o
diagndstico sorolégico de alguns casos, tanto no grupo sintomdtico como no assintomatico

ndo foi possivel (Tabela 7, Figura 14).

47— —
Sintomaticos
£ 31 .
I
& ) °
=]
< 27 o
0] o
o a
- 80
a
s LR
Ok
C
4 - ]
Bssintomaticos
£ 31
i
w .
< 27 o
a .
E l: -:i a0
1 H ':. " 0 of oo
R T
"t " & Q ool LR
0 b [] . o7 of =7

la B c| A B C
ES AT

Figura 14- Distribuicdo da reatividade da IgG dos ELISA-ES e AT com leishmanias: A) L. (L.)
amazonensis, B) L. (V.) braziliensis, C) L. (L.) chagasi de amostras de cdes com suspeita de
Leishmaniose canina, com diagndstico parasitoldgico negativo e classificados de acordo com os sinais
clinicos como sintomaticos e assintomaticos. A linha horizontal representa o limiar de reatividade
(LR) para cada antigeno.
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4.3 Exoantigenos

Os exoantigenos foram analisados quanto a sua reatividade, reprodutibilidade dos
diferentes lotes assim como sua estabilidade ao armazenamento e a¢do de substancias

guimicas ou fisicas por ELISA e Immunoblotting.

4. 3.1 Estabilidade e reprodutibilidade dos exoantigenos

A estabilidade e reprodutibilidade de um ES foi analisado pelo ELISA. Aliquotas de um
lote de exoantigeno de L. (L.) amazonensis armazenadas por 0, 6 e 12 meses foram
analisadas quanto sua estabilidade ao armazenamento. Simultaneamente foram analisadas
sua reprodutibilidade apds serem aquecidas ou ndo a 100 °C por 5min.

A adicdo ou ndo de inibidores de protease [1 mM fluoreto de fenil metil sulfonila
(PMSF); 0,02 mM leupetptin; 0,5 mM EDTA e 0,5 mM antipain] no ES foram analisadas e
aliquotas de cada amostra foram conservadas a -40 °C. Os resultados deste experimento

estdo representados na Figura 15, que mostram que tais tratamentos nao influenciam a

reatividade ou estabilidade dos exoantigenos.
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Figura 15- Reatividade por ELISA (Abs,s,.m) do exoantigeno de L. (L.) amazonensis submetidos ou ndo
a aquecimento e armazenados com ou sem a adi¢ado de inibidores de proteases e analise da
influencia do tempo de armazenamento a -40 °C (0, 6, 12 meses). i = inibidores, A = aquecimento.
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4.3.2 Reatividade de diferentes extratos antigénicos de L. (L.) chagasi

Apds concluir que os exoantigenos (ES), em particular a L. (L.) chagasi, apresentaram
os melhores resultados de sensibilidade e especificidade no diagndstico da leishmaniose
humana e canina, comparamos o perfil protéico de géis de poliacrilamida (gel a 12%)
corados com Coomassie Blue contendo 3 diferentes preparados antigénicos de formas
promastigotas de L. (L.) chagasi [parasitos integros (1x10* parasitas/ml), antigeno extrato
alcalino (AT = 6 pug/ml) e exoantigenos (ES = 5x10° parasitas/ml)].

A figura 16 mostra um gel corado pelo corante Coomassie Blue, onde o antigeno ES
ndo apresentou bandas protéicas, coradas o antigeno AT apresentou bandas protéicas sem
definicdo e difusas e os parasitos integros (Pl) apresentaram inimeras bandas protéicas

coradas.
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Figura 16- Analise de fragGes protéicas de trés preparados antigénicos de L. (L.) chagasi de gel corado
com o corante Coomassie Blue. MW= peso molecular High (Sigma Co) Pl= parasitos integros, AT=
antigeno total (obtido por digestdo alcalina), ES=exoantigenos.
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4.3.3 Immunoblotting de L. (L.) chagasi

O Immunoblotting (IB) de L.(L.) chagasi realizado com trés diferentes preparados
antigénicos (parasitos integros=Pl, 1x10* parasitas/ml, extrato total alcalino=AT, 6 pg/ml e
sobrenadante correspondente a 5x10° parasitas/ml=ES) transferidos para membrana de
nitrocelulose (NTC) foi incubado com um soro de paciente com leishmaniose (sintomatico) e
um soro de cdo (sintomatico) com LV (1: 100).

A Figura 17 mostra os perfis protéicos reconhecidos pelos soros humano e de cdo. O
IB-Pl apresentou inumeros polipeptidios de PM entre 12 a 116 kDa, o IB-AT revelou bandas
reativas de PM entre 66 a 97 kDa e uma banda predominante de PM 14 kDa. O IB-ES
apresentou somente trés bandas imunodominantes de PM relativos de 27, 28 e 31 kDa. Este
immunoblotting foi denominado de IBleish-L.(L.) chagasi.

Diferengas quantitativas no perfil de reatividades das bandas, no parasita total, foram
observadas quando foram comparadas amostras de soros de diferentes hospedeiros,
humano ou cdo (Figura 17). Uma banda de PM relativo de 14 kDa foi reconhecida pelo soro
de hospedeiro humano. Quando se utilizou o antigeno total (AT) ndo se observou tais
diferencas quando se comparou o perfil de reatividade o ES ou IBleish-L. (L.) chagasi quando

se utilizou soros de hospedeiro humano ou cao.



Pi AT ES
MW T ——

116 —|

Soro de paciente

Pl AT ES

116 —
97 —

66 —

29—

-
o —
Soro de cao

Figura 17- Perfil de reatividade por Immunoblotting dos antigenos de L. (L.) chagasi com um soro de
paciente e um soro de cdo com LV. MW= peso molecular High (Sigma), Pl= parasitos integros, AT=
antigeno total, ES= exoantigenos.
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4.3.4 Reprodutibilidade do IBleish-L. (L.) chagasi

A reprodutibilidade do perfil de reatividade do IBleish-L. (L.) chagasi, de 3 diferentes
lotes preparados em épocas distintas, foi executada com exoantigenos de formas
promastigotas de L. (L.) chagasi obtido de 5x10° parasitas/ml.

As fitas de NTC contendo os exoantigenos [IBleish-L. (L.) chagasi] foram incubadas
com soro de paciente (sintomatico) ou cdo (sintomatico) (1: 100) com LV. A figura 18 mostra
o perfil de reatividade destes soros que reagem com 3 bandas imunodominantes de PM de
27, 28 e 31 kDa, independente do hospedeiro. O mesmo perfil de reatividade foi observado
nos diferentes lotes de exoantigenos, indicando que amostras coletadas em diferentes

épocas sao reprodutiveis.
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Figura 18- Perfil protéico do Immunoblotting de 3 lotes de exoantigeno de L. (L.) chagasi (IBleish),
preparados em diferentes épocas. Soro de paciente e cdo sintomaticos para LV. MW= Peso molecular
(Sigma, Low), 1-Lote 1(31/07/07), 2- Lote Il (07/12/07), 3- Lote Il (04/03/08).
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4.4 IMMUNOBLOTTING (IBleish-ES) — HOSPEDEIRO CANINO

Nesta etapa do estudo, avaliamos por immunoblotting (IB) o perfil de reatividade de
exoantigenos das 3 espécies de Leishmania (IBleish-ES), utilizando dois soros de cdes
clinicamente classificados como sintomatico e assintomatico (1: 100) e com diagndstico
parasitoldgico positivo.

A figura 19 mostra a similaridade dos perfis de reatividade para a espécie L. (L.)
amazonensis e L. (V.) braziliensis, no qual 3 bandas foram imunodominantes e reconhecidas
pelos dois soros, que reconheceram as bandas de PM 26,5; 27,5 e 30 kDa. Para a L. (L.)
chagasi foram observadas 3 bandas reativas de PM de 27, 28 e 31 kDa. Cdes de diferentes
formas clinicas (sintomdticos e assintomaticos) mostraram a mesma reatividade ou

apresentando o mesmo perfil antigénico.
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Figura 19- Perfis de reatividade do IBleish-ES das 3 espécies de Leishmania: A) L. (L.) amazonensis, B)
L (V.) braziliensis, e C) L. (L.) chagasi, com soros de cdo com parasitologia positivo e clinicamente
classificados como sintomatico e assintomatico. MW= padrdo de peso molecular Low-Sigma.
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4.4.1. Andlise da reatividade do IBleish-L. (L.) chagasi

Uma vez conhecido o perfil de bandas obtidas com os soros de cdo com leishmaniose
visceral, com diagndstico parasitologico positivo, o proximo objetivo foi avaliar a
porcentagem de positividade do IBleish-L. (L.) chagasi em um nimero maior de amostras.

Nesta etapa a positividade do IBleish-L. (L.) chagasi foi de 100% quando se analisou
20 amostras de soros de cdo (10 sintomdticos e 10 assintomaticos) com diagndstico
parasitolégico positivo. A sensibilidade do IBleish-L. (L.) chagasi foi de 100%. Todos os 20
cdes apresentaram o mesmo perfil de reatividade, reconhecimento as 3 bandas de PM 27,

28 e 31 kDa.

4.4.2 Analise da reatividade cruzada do IBleish-L. (L.) chagasi

A préxima etapa foi testar o IBleish-L. (L.) chagasi para verificar a porcentagem de
positividade ou reatividade cruzada utilizando amostras de cdes infectados com outras
parasitoses. Um soro de cdo com T. cruzi reagiu com o IBleish-L. (L.) amazonensis e L. (V.)
braziliensis e ndo reagiam com o IBleish-L. (L.) chagasi (Figura 20). Nesta etapa utilizou-se 41
soros incluindo: 20 de animais sadios e 21 de cdes com outras doencas [Babesia sp (n=3),
Erlichia sp (n=3), Neospora sp (n=3), Toxoplasma gondii (n=3), Trypanosoma cruzi (n=7) e
Trypanosoma evansi (n=2)].

Os resultados nos indicaram que:

Soros de animais sadios e com outras doencas ndo reagem com o IBleish- L. (L.) chagasi, ndo
havendo nenhuma reacdo considerada positiva, portanto 100% de especificidade,
reatividade com as 3 bandas de PM 27, 28 e 31 kDa. Dois cdes infectados com T. evansi
(Figura 20 e 21) e um cdo infectado com T. cruzi (Figura 20) reagiram com uma banda de

PM 28 kDa.
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Figura 20- Perfil de reatividade do IBleish-ES das trés espécies de Leishmania: A) L. (L.) amazonensis,

B) L. (V.) braziliensis, C) L. (L.) chagasi, 1-Soro de cdo infectado com T. cruzi, 2- Soro de cdo infectado

com LV -controle positivo, 3- Soro de cdo infectado com T. evansi. MW= padrdo de peso molecular
Low-Sigma.
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Figura 21- Perfil de reatividade apresentado por cdes com outras parasitoses [IBleish- L. (L.) chagasi].
MW= padrao de peso molecular Low-Sigma. 1- soro controle positivo, 2- soro com T. evansi, 3- soro
com T. cruzi, 4-soro com Babesia sp, 5- soro com Erlichia sp, 6- soro com Neospora sp, 7- soro com

Toxoplasma gondii, 8- soro controle negativo.
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4.4.3 Perfil de reatividade dos caes com suspeita de leishmaniose por IBleish-L.(L.) chagasi

Esta etapa de nosso trabalho consistiu em avaliar os soros de 32 cdes com suspeita
de Leishmaniose canina os quais apresentavam diagndstico parasitologico negativo e
sorologia discordante, amostras previamente analisadas no item 4.2.5 (Tabela 7). A avaliacado
das 32 amostras [sintomaticos (n=20) e assintomaticos (n=12)] pelo IBleish-L. (L.) chagasi
(Tabela 8) mostrou que:
1) 62,5% (20/32) das amostras foram positivas no IBleish-L. (L.) chagasi, sendo 50% (10/20)

dos sintomaticos e 83,3% (10/12) dos assintomaticos;

2) 37% (12/32) das amostras foram negativas no |IBleish-L. (L.) chagasi quando se
considerou a positividade simultanea para o ELISA e IBleish-L. (L.) chagasi, os resultados

mostram que:
a) 53% (17/32) dos casos foram simultaneamente positivos para os dois testes (ELISA e IB);
b) 12,5% (4/32) foram simultaneamente negativos para os dois testes (ELISA e IB);

c) 34,4% (11/32) sdo amostras consideradas discordantes, uma vez que apresentam

reacoes positivas em pelo menos um teste (Tabela 9);

d) 40% (8/20) dos sintomaticos e 75% (9/12) dos assintomaticos apresentaram positividade

simultdnea nos dois testes (Tabela 8).

Tabela 8- Porcentagem de positividade (%) do IBleish-L. (L.) chagasi em amostras de cdes
com suspeita de Leishmaniose.

IBleish-ES (+) IBleish-ES (-)
ELISA (ES e AT)* ELISA (ES e AT)*
Clinica (+) (=) (d) (+) (-) (d) Total
Sintomaticos 8(40) 1(5) 1(5) 2(10)  4(20) 4(20) 20
Assintomaticos 9(75) 0 1(5) 0 0 2(16,6) 12
Total 17(53) 1(31) 2(6,3) 2(6,3) 4(12,5) 6(18,8) 32

A=L. (L) amazonensis, B = L. (V.) braziliensis, C = L. (L.) chagasi
*(+)= positivo nos 6 ELISAs (ES e AT), (—)= negativo nos 6 ELISAs (ES e AT), (d)= discordante.
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Na tabela 9 estdo apresentados os 11 casos [34,4% (11/32)] com resultados
discordantes entre o ELISAs (ES e AT) e o IBleish- L. (L.) chagasi, tendo como critério os que

apresentam uma reacdo positiva em pelo menos um teste.

Tabela 9- Numero de casos positivos discordantes nos ELISAs (ES e AT) comparada com
IBleish- L. (L.) chagasi, positivo ou negativo.

IBleish (+) ELISA-ES ELISA-AT

A B C A B C
Sintomatico 1(d) 1 1 1 0 0 0
Sintomatico 1(-) 0 0 0 0 0 0
Assintomatico 1(d) 1 1 1 0 0 0
Falso negativo 3(27,3) 2(18) 2(18) 2(18) 0 0 0

IBleish (-)

Sintomatico 6 (d) 3 5 1 3 5 5
Assintomatico 2 (+) 1 1 1 1 1 0
Falso positivo 8(72,7) 4(36) 6(55) 2(18) 4(36) 6(55) 5(45

A= L. (L.) amazonensis, B= L. (V.) braziliensis, C= L. (L.) chagasi

No grupo dos 11 casos discordantes concluiu-se que:
a) 27,3% (3/11) com IBleish-L. (L.) chagasi positivo foram discordantes no ELISA,
estas amostras foram negativas no ELISA-AT, portanto casos falso-negativos. Um

caso foi negativo para todos os ELISAs;

b) 72,7% (8/11) dos casos foram negativos para o IBleish-L. (L.) chagasi, mas

positivos no ELISA-ES e/ou AT, neste caso consideramos como falsos positivos.
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4.5 IMMUNOBLOTTING (IBleish-ES) — HOSPEDEIRO HUMANO

A primeira etapa desta fase consistiu em avaliar a influencia da clinica do paciente
com LV (sintomatico, oligossintomatico e assintomatico) na reatividade no IBleish-ES das 3
espécies de Leishmania (diluicdo de 1: 100).
O perfil de bandas reativas dos IBleish-ES das 3 espécies reconhecidas por um paciente
sintomatico foi:

a) IB de L. (L) amazonensis e L. (V.) braziliensis apresentaram 3 bandas

imunodominantes de PM de 26,5; 27,5 e 30 kDa;

b) IB de L. (L.) chagasi apresentou 3 bandas imunodominantes de PM de 27, 28 e
31 kDa (Figura 22).

O perfil de bandas reativas no IBleish-ES reconhecida por um paciente oligossintomatico foi:
a) IBleish-L. (L.) amazonensis e L. (V.) braziliensis apresentaram perfis similares com
3 bandas imunodominantes de PM de 26,5; 27,5 e 30 kDa e varias bandas de 43 a
94 kDa;

b) IBleish-L. (L.) chagasi apresentou 3 bandas reativas de PM 27, 28 e 31kDa e
adicionalmente outras bandas de PM no intervalo de 35 a 94kDa (Figura 23).
O perfil de bandas reativas no IBleish-ES reconhecida por um paciente assintomatico foi:

a) IBleish-L. (L.) amazonensis apresentou 2 bandas distintas com PM de 54 kDa e

14 kDa;

b) IBleish-L. (L.) braziliensis apresentou uma banda reativa de 54 kDa e 3 bandas

de PM 26,5; 27,5 e 30 kDa;

c) IBleish-L. (L.) chagasi apresentou 3 bandas reativas de PM 27, 28 e 31 kDa,
adicionalmente outras bandas de PM no intervalo de 43 a 67kDa, e duas

bandas distintas de PM 10 e 14 kDa (Figura 23).
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Figura 22- Perfis de reatividade, por Immunoblotting do ES (IBleish-ES) das 3 espécies de Leishmania:
A) L. (L.) amazonensis, B) L. (V.) braziliensis, C) L. (L.) chagasi; com soro de paciente sintomatico para
LV com parasitologia positiva. MW= padrao de peso molecular Low-Sigma.
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Figura 23- Perfis de reatividade, por Immunoblot do ES (IBleish-ES) das trés espécies de Leishmania:
A) L. (L.) amazonensis, B) L. (V.) braziliensis, C) L. (L.) chagasi; com amostras de soro de paciente com
LV oligossintomatico e assintomatico. MW= padrdo de peso molecular Low-Sigma.
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A avaliagdo da porcentagem de positividade do IBleish-ES de L. (L.) chagasi foi efetuada
em um grupo de 24 pacientes com LV, clinicamente considerados sintomaticos (n=15),
oligossintomaticos (n=5) e assintomaticos (n=4) e com diagndstico parasitoldgico positivo.
Os dados obtidos no IBleish-L. (L.) chagasi foram:

a) obtencdo de positividade de 100% em todos os grupos de pacientes;

b) concluindo, a sensibilidade do IBleish-L. (L.) chagasi foi portanto de 100%;

c) todos os 24 pacientes reconheceram as bandas de PM 27, 28 e 31 kDa.

4.5.1 Analise da reatividade cruzada do IBleish-ES

A reatividade cruzada do IB leish-ES foi avaliada com 125 amostras de soros de 10
individuos sadios e 115 soros de individuos com outras doencas [16 com leishmaniose
cutanea (LC), 16 com leishmaniose mucocutanea (LMC), 20 chagasicos na fase cronica (DC),
63 com outras doencas (OD) [lUpus eritematoso sistémico (n=4), doenc¢a autoimune com
fator anti-nucleo positivo (n=14); com artrite reumatéide (n=3); anti-streptolisina O positiva
(n=5); infectados com S. mansoni (n=5), T. gondii (n=6), Toxocara canis (n=3), Plasmodium sp
(n=13), pacientes com paracoccidioidomicose (n=6) e tuberculose (n=4)].

Os resultados obtidos no IBleish-L. (L.) chagasi foram:

a) 100% dos casos foram negativos para L. (L.) chagasi quando foram analisados
individuos sadios e com outras doengas, excetuando os com leishmaniose cutanea

(LC) e leishmaniose mucocutanea (LMC). Nestes dois ultimos casos houve uma

reatividade quantitativamente mais fraca (Figura 24) das bandas de PM 27, 28 e

31 kDa;

b) Os pacientes com doenga de Chagas ndo reagiram (sem bandas) com o IBleish-L. (L.)
chagasi de L. (L.) chagasi, mas reagiram com IBleish de L. (L.) amazonensis e L. (V.)

braziliensis (Figura 25).
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Figura 24- Perfil protéico da positividade dos antigenos ES das trés espécies de Leishmania: A) L. (L.)
amazonensis, B) L. (V.) braziliensis, C) L. (L.) chagasi; com amostras de soros de pacientes 1- com
Leishmaniose cutdnea, 2- com Leishmaniose mucocutanea.
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Figura 25- Perfis protéico da positividade do IBleish-ES das 3 espécies de Leishmania: A) L. (L.)
amazonensis, B) L. (V.) braziliensis, C) L. (L.) chagasi; com amostra de soros de paciente 1- com
doenca de Chagas, 2- com Leishmaniose visceral (padrdo positivo). MW= padrdo de peso
molecular Low-Sigma.
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A comparacao da positividade de pacientes com LC e LMC nos testes IBleish e ELISA

de L. (L.) chagasi podem ser vistos na tabela 10.

Tabela 10- Comparacao da reatividade do IB e ELISA - ES de L. (L.) chagasi com pacientes

com LC e LMC.
LC (n=16) LMC (n=16)
IBleish IBleish
n (%) n (%)
+ - Total + - Total
ELISA-ES + 3(19) 2(13) 5(31) 2(13) 5(31) 7(44)
n (%)
- 6(38) 5(31) 11(69) 5(31) 4(25) 9(56)
Total | 9(56) 7(44) 16 (100) 7(44) 9 (56) 16(100)

LC= leishmaniose cutanea, LMC= leishmaniose mucocutanea

No grupo dos pacientes com LC (n=16) concluiu-se que:
a) de 56% (9/16) amostras positivas pelo IBleish-L. (L.) chagasi 38% (6/16) foram

negativas no ELISA e soamente 19% foi positiva para ELISA e IB;

b) de 44% (7/44) das amostras negativas pelo IB, 13% (2/7) foram discordantes

entre os 2 testes e somente 31% foi negativo para os 2 testes.

No grupo dos pacientes com LMC (n=16) concluiu-se que:
a) das 44% (7/16) amostras positivas pelo ELISA, 31% (5/16) foram negativas no
IBleish-L. (L.) chagasi. Somente 13% (2/16) das amostras de soros foram

simultaneamente positivas para os dois testes;

b) 56% (9/16) das amostras negativas para IB 31% (5/16) sdo amostras discordantes

e 25% (4/16) sdo negativas para os 2 testes.

Nossos dados mostram a dificuldade do diagndstico da LV em regides que ocorrem

concomitantemente a LC e LMC.
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5 DISCUSSAO

5.1 ELISA — HOSPEDEIRO HUMANO

A grande vantagem do uso de testes soroldgicos no diagndstico da Leishmaniose
visceral humana é a presenga de altos niveis de anticorpos IgG anti-Leishmania nos
individuos infectados (BADARO et al., 1983) facilmente detectados por diferentes técnicas
imunodiagnésticas (MOHAMMED et al., 1986; ANAM et al., 1999a). No entanto varias
anormalidades imunoldgicas sdo dificilmente detectadas pelos testes soroldgicos tais como
hiperglobulinemia (REZAl et al.,, 1978), auséncia de resposta a testes intradérmicos
(ANDRADE et al., 1982), diminuicdo do numero de linfécitos T (REZAI et al., 1978§;
CARVALHO, TEIXEIRA e JOHNSON, 1981) e presenca de complexos imunes circulantes
(KHARAZMI et al., 1982; CARVALHO et al., 1983).

As limitacOes dos testes soroldgicos que ndo utilizam antigenos recombinantes, em
relacao a sensibilidade, especificidade e reprodutibilidade podem estar relacionadas a falta
de uma padronizacdo (ANTHONY et al., 1980). Mas, muitas destas limitacGes sdo
desconhecidas, podendo estar relacionadas com a metodologia de obtengdo (fisicos ou
guimicos) do antigeno, os quais inadvertidamente podem alterar sua estrutura primaria e
assim comprometer sua antigenicidade (MARTIN et al., 1998; RYAN et al., 2002).

Muitos autores baseados no fato de que diferentes espécies de Leishmania
apresentam uma homologia genética que podem variar de 69 a 90% (HADMAN, 2001)
sugerem a utilizacdo de antigenos heterdlogos no imunodiagndstico da Leishmaniose
visceral e de outras Leishmanioses para melhorar os indices imunodiagndsticos. O mesmo
acontece em relacdo a producdo de vacinas (RACHAMIM e JAFFE, 1993; VEXENAT et al.,
1996; LASRI et al., 1999; BARBOSA DE DEUS et al., 2002; VALE et al., 2009).

No entanto ndao podemos nos esquecer que algumas moléculas quando utilizadas
como antigeno nos testes diagnosticos podem ser responsaveis pela reatividade cruzada por

estar compartilhadas entre a familia Trypanosomatidae, interferindo nos indices de
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especificidade (GARDINER et al., 1984). Assim, Gomes-Silva et al. (2008) mostraram que,
epitopos de carboidratos presentes nestes parasitas sao responsdveis, em parte , pelos
elevados niveis de reatividade cruzada, no diagndstico de pacientes com Leishmaniose
tegumentar americana (LTA), doenca de Chagas (DC) e Leishmaniose visceral (LV). Epitopos
de superficie de microtubulos do citoesqueleto das leishmanias, os quais estdo em estreita
associacdo com a membrana celular, sdo moléculas presentes em todos os
tripanosomatideos, explicando em parte a reatividade cruzada entre os diferentes membros
da familia Trypanosomatidae (DWYER, 1980).

Porém, os resultados variados obtidos no diagndstico de rotina laboratorial da LVH,
levaram varios autores a sugerir que a espécie de Leishmania e o tipo de molécula antigénica
empregado é que estariam diretamente relacionados a eficicia dos mesmos (BADARO et al.,
1983; 1986; BARBOSA DE DEUS et al., 2002; ROSARIO et al., 2005; BALEEIRO et al., 2006).

IniUmeros sdo os trabalhos cientificos que abordam o tema: “Diagndstico sorolégico

III

da leishmaniose visceral”, que avaliam a resposta humoral utilizando diferentes antigenos de
diferentes espécies, quer sejam extratos totais, ou de moléculas purificadas (BADARO et al.,
1986; ALVES e BEVILACQUA, 2004; BALEEIRO et al., 2006). Entretanto, aqueles que avaliam
comparativamente testes que empregam moléculas excretadas-secretadas (MARTIN et al.,
1998; RAJASEKARIAH et al., 2001; RYAN et al., 2002), de diferentes espécies de Leishmania
sdo poucos (RAJASEKARIAH et al.,, 2008) ou inexistentes, portanto foco de um dos nosso
objetivos.

Exoantigenos, citadas como fatores de excrecdo, ja se mostravam ser antigénicas
guando utilizadas por Schnur, Zuckerman e Greeblatt em 1972 e por EL-ON et al. em 1979,
quando utilizaram exoantigenos de L. donovani e por testes de precipitagdo foram
reconhecidos por anticorpos especificos. Uma fosfatase acida (SAcP), metabdlito excretado,
testada por Bates et al. (1987) mostrou acentuada atividade antigénica levando os autores a
concluirem que poderia ser utilizada no imunodiagndstico da LVH.

Mais recentemente, a fracdo de exoantigenos, que contém moléculas sollveis
nativas de Leishmanias vem despertando grande interesse de iniUmeros pesquisadores e
vem sendo empregada como vacina e na terapéutica da LV (LEMESRE et al., 2005, 2007). Os
estudos estruturais mostraram que estes contém moléculas cuja conformagao estrutural
induz imunidade mediada pelas células T e B estimulando a produgdo de elevados niveis de

IgG anti-leishmania (LEMESRE et al., 2007). Assim como a conformacdo estrutural é
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importante para o desenvolvimento de vacinas (LEMESRE et al., 2005, 2007) esta também
poderia estar relacionada com o aumento da sensibilidade/especificidade dos testes
soroldgicos que utilizam exoantigenos (RAJASEKARIAH et al., 2001; RYAN et al., 2002).

Em 1998, Martin e colaboradores utilizaram, pela primeira vez, no diagndstico
sorolégico da LVH exoantigenos da Leishmania donovani e concluiram que estes eram mais
sensiveis e especificas do que o extrato bruto. No decorrer desta década este grupo vem
utilizando exoantigenos no diagndstico soroldgico das leishmanioses (RAJASEKARIAH et al.,
2001; RYAN et al., 2002; RAJASEKARIAH et al., 2008).

Nosso estudo, para esclarecer se a espécie de Leishmanias [L. (L.) amazonensis, L. (V.)
braziliensis e L. (L.) chagasi] e/ou a forma da obtengdo dos antigenos podem influenciar o
diagndstico da LV humana e LV canina, mostrou que, ELISAs que utilizam exoantigenos ou
antigeno total apresentaram sensibilidades de 100%, independente da espécie de
Leishmania (Figura 8), o que nos levou a concluir que o sorodiagndstico da leishmaniose
visceral humana nao é influenciado pela espécie de leishmania utilizada no teste.

Nossos dados estdo proximos aos relatados na literatura, uma vez que antigenos
totais (AT) preparados com diferentes espécies de leishmanias apresentam sensibilidade de
100%. No entanto quando se utilizou antigenos preparados diferentemente (exoantigenos
ou extrato total) foram observadas significativas diferencas estatisticas na reatividade ou
seja na média ou mediana da reatividade (p<0.05) entre o ELISA-ES e o ELISA-AT quando
preparados com a L. (L.) chagasi (Figura 8 e 10).

Outros autores como Baleeiro e colaboradores (2006) chegaram a mesma
conclusdo quando compararam a eficiéncia antigénica (antigeno total) de L. amazonensis, L.
braziliensis e L. chagasi. Obtiveram maiores titulos quando se empregou a L. chagasi. Varios
autores exploraram esta tematica, mostrando que o uso de parasitas espécie-especifica
resultam em melhores resultados no diagndstico de pacientes infectados com L. (L.) chagasi.
Nesta abordagem, Badard et al. (1983) mostraram, por imunofluorescéncia uma
sensibilidade de 100% quando utilizou L. chagasi e de 80% quando utilizou L. mexicana.
Outros estudos até consideram que a procedéncia geografica de uma cepa pode influenciar
na sensibilidade do diagndstico da LVH, como demonstrado por Badard et al. (1986) que
constatou que o ELISA preparado com uma cepa de L. (L.) chagasi proveniente da mesma
regido do soro do doador foi capaz de reagir melhor do que quando utilizou um parasita

isolado de outra regido.
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Uma comparacdo mais abrangente entre os nossos dados com os publicados seria
extremamente cansativa, pois os dados de positividade sempre variam de 94 a 100%,
dependendo de cada autor e da regidao analisada, incluindo que possivelmente até a cepa de
Leishmania utilizada pode influenciar na positividade (BADARO et al., 1986).

Concluimos que tanto nossos resultados como os resultados publicados mostram que
antigenos totais preparados com a L. (L.) chagasi apresentaram titulos mais altos de
anticorpos IgG anti-leishmania quando utilizados no diagndstico da Leishmaniose visceral
humana (VEXENAT et al., 1996; BARBOSA DE DEUS et al., 2002; PASSOS et al., 2005). Nossos
dados mostram também que tal sensibilidade, de 100%, foi também obtida quando se
utilizou as espécies L. (L.) amazonensis, L. (V.) braziliensis no diagndstico da LVH.

N3o esquecamos que altas sensibilidades de 100% também podem ser apresentadas
por proteinas recombinantes, como a rk39 (MAALEJ et al., 2003) .

A eficacia de diferentes antigenos foi observada ndo s6 no imunodiagndstico mas
também na reacdo intradérmica de Montenegro, a sensibilidade de 100% foi obtida quando
se utilizou um extrato soluvel de L. (L.) chagasi e 82% com a L. amazonensis , em uma
andlise de individuos com histdria de LV pregressa (REED et al., 1986).

Martin et al. (1998) também obtiveram a sensibilidade de 100% quando utilizaram
exoantigenos de L. donovani, na deteccdo do kalazar em pacientes do Quénia e Nepal,
posteriormente obtiveram sensibilidades de 100% e 94,57% na deteccao de anticorpos
respectivamente de IgG e IgM (RYAN et al.,, 2002). Altos indices de sensibilidades do
exoantigeno no diagndstico da LVH também foram relatados por outros autores
(RAJASEKARIAH et al., 2001; RYAN et al.,, 2002). Outros sugerem que estes exoantigenos,
devido a sua alta antigenicidade, podem ser detectados por soros de pacientes com
Leishmania diluidos a 1: 2000, obtendo testes com maior especificidade, pela eliminacdo de
resultados falso-negativos (RYAN et al., 2002).

No entanto nossos objetivos ndo englobaram a problematica da correlacdo entre
evolugao e prognostico da LVH, segundo varios autores esta correlagdo estaria ligada com o
nivel de imunoglobulinas de diferentes sub-classes de IgG (IgG1, 1gG3 e 1gG4) (ELASSAD et
al., 1994; ANAM et al.,, 1999a,b). Segundo Anam e colaboradores (1999a) a IgG1 seria
predominante na fase aguda da doenca. A presenca de 1gG3, estimulada pelos antigenos de
membrana da Leishmania, seria considerada um marcador de diagndstico da leishmaniose

visceral na India. Para Elassad e colaboradores (1994) as imunoglobulinas IgG1l e 1gG3
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estariam significativamente reduzidas apds o tratamento de pacientes Sudaneses com
leishmaniose (ELASSAD et al., 1994), e em 1999b Anam e colaboradores mostraram que a
diminuigao de anticorpos IgG1 e IgG4 indicaria eficacia do tratamento quimioterdpico no kalazar
humano. Badaré et al. (1985) descreveram que durante a fase ativa da doenca é comum que
os pacientes apresentem titulos elevados de anticorpos anti-leishmania.

Os problemas sobre a reatividade cruzada dos testes diagndsticos para a LVH, que
resultam em testes com baixas especificidades podem ser devido a utilizagao de antigenos
como um extrato total. Principalmente quando se analisam simultaneamente pacientes com
leishmaniose provenientes de regides endémicas para doenca de Chagas e ou leishmaniose
tegumentar (BADARO et al., 1983; VEXENAT et al., 1996; MARTIN et al., 1998; BRITO et al.,
2000).

Apesar da sensibilidade alta obtida com proteinas recombinantes, por exemplo com a
rk39 que apresenta uma sensibilidade de 100% o mesmo mantém uma especificidade de
97% quando comparada com o extrato total de 94%, quando avaliada em uma regidao com
auséncia de infecgOes por outras tripanossomiases (MAALAJ et al., 2003).

A resposta humoral na Leishmaniose tegumentar americana (LTA) é insuficiente para
desencadear altos niveis de anticorpos anti-Leishmania, sendo que nas infeccées humanas a
resposta imune é predominantemente celular. A resposta CD4+, do tipo 1, estimula a
producdo de INFy, o que determina resisténcia a infeccdo por Leishmania, com baixa
resposta humoral e observada em pacientes curados ou recém infectados (AJDARY et al.,
2000). A resposta do tipo 2, estimula a producdo de IL4 e promove a diferenciacdo da
resposta humoral (SILVEIRA, LAINSON e CORBETT, 2004). No entanto, este fato permanece
controverso, pela baixa quantidade de anticorpos séricos detectaveis pelos métodos
tradicionais e pela infinidade de rea¢Ges cruzadas observadas, principalmente quando se
utilizam técnicas imunoenzimaticas que apresentam alta sensibilidade.

Nossos dados sobre indice de especificidade relativa, que representa o nimero de
amostras que apresentaram reatividade cruzada, foi calculado com 147 amostras de soros
incluindo [individuos sadios (n=32), leishmaniose cutanea e muco-cutanea (n= 32), doenca
de Chagas (n=20) e outras doengas (n=63)] cujas especificidades dos exoantigenos foram de
92,5%, 92,5% e 91,2%. Menores indices de especificidade foram obtidos com os antigenos

totais respectivamente de 74,2%, 75,5% e 77,6% para L. (L.) amazonensis, L. (L.) braziliensis e
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L. (L.) chagasi (Tabela 3), mostrando uma maior reatividade cruzada quando se utilizou o
antigeno total do parasita.

Quando, desta analise, se omitiu o grupo de pacientes infectados com Leishmania
spp a especificidade para o teste que utilizou exoantigenos foi de 92,2% a 99,1% semelhante
ao obtido na anadlise geral. Entretanto para o antigeno total a especificidade encontrada foi
de 82,6% a 87% (Tabela 3). Estes dados indicam claramente que a reatividade cruzada maior
se encontra entre os pacientes infectados com Leishmania spp que reagem cruzadamente
com as 3 diferentes espécies de Leishmania, aqui analisadas, ndo havendo uma correlacdo
espécie-especifica.

Ao analisar os dados da tabela 4A e 4B chegamos a conclusdo que além dos pacientes
com leishmaniose os infectados com T. cruzi também reagem com o antigeno total de
parasitas das 3 espécies de leishmanias utilizadas no teste. Um dos problemas abordados
constantemente no sorodiagndstico da Leishmaniose (BADARO et al., 1983; REED et al.,
1987).

A especificidade obtida com os exoantigenos foi elevada (Tabela 3, 4A e 4B) e
semelhante ao obtido com uma proteina recombinante a rk39.

Embora os resultados com os exoantigenos se mostrem de excelente sensibilidade e
melhores especificidades, nossas técnicas, particularmente aquele que utilizam
exoantigenos de L. (L.) chagasi, ndo discriminaram individuos com leishmaniose cutanea (LC)
dos com leishmaniose mucocutanea (LMC).

Pacientes com LC apresentaram maior positividade (56,3%) com extrato total de L.
(L.) amazonensis e pacientes com LMC (81,3%) com o de L. (L.) chagasi. Diferentemente do
obtido para LV, um numero maior de pacientes com leishmaniose tegumentar reagiram com
as espécies heterdlogas (Tabela 4A e 4B).

Resultados ndo concordantes foram encontrados no diagndstico da LC por Romero et
al. (2004) que encontraram sensibilidade para exoantigenos de L. mexicana de 89% e para L.
braziliensis de 71%; Ryan et al. (2002) encontraram sensibilidade para exoantigenos de L.
mexicana de 92,3%, e discute que estes soros ndo regiram com os exoantigenos de L.
donovani (dados ndo mostrados).

No diagndstico da Leishmaniose mucocutanea que empregaram antigeno total
Vexenat et al. (1996) encontraram 100% de positividade no ELISA de L. (L.) chagasi e/ou L.

braziliensis. Em 2003 Frank e colaboradores relataram que pacientes com Leishmaniose
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cutanea ou mucocutanea apresentaram positividades de 66,3% utilizando T. cruzi e 78,2% no
ELISA empregando L. (V.) braziliensis. Ambos mostraram elevada reatividade cruzada
(positividade) no teste (ELISA) diagndstico que empregaram antigeno total e independente
da espécie de Leishmania utilizada.

Na Leishmaniose tegumentar americana, Gomez-Silva et al. (2008) obtiveram maior
reatividade quando empregaram antigeno total de L. braziliensis do que de L. amazonensis
(p<0.001), sendo que a sensibilidade do ELISA variou de 60 a 95% para o L. braziliensis e de
38 a 84% para o L. amazonensis.

Nossos resultados mostram que os exoantigenos apresentam uma baixa reatividade
cruzada (5% a 10%) com individuos chagasicos, mas maior reatividade cruzada (55% a 65%)
foi obtida com os antigenos totais, corroborando os resultados obtidos por outros
pesquisadores (BADARO et al., 1986; REED et al., 1987; MARTIN et al., 1998). Concluindo que
a utilizacdo de exoantigenos nos testes diagndsticos pode eliminar também a reatividade
cruzada com individuos chagasicos.

Dados prévios de Martin et al. (1998) mostraram que pacientes com tripanossomiase
africana ndo apresentaram reatividade cruzada com exoantigenos de L. donovani, no ELISA.
No entanto nossos dados mostram que as maiores reatividades cruzadas (55% a 65%) foram
obtidos quando se empregou antigenos totais, corroborando os resultados obtidos por
outros pesquisadores quando empregam antigenos totais de L. mexicana (BADARO et al.,
1983, 1986), L. major-like (BARBOSA DE DEUS et al., 2002; LIRA et al., 2006), L. chagasi (REED
et al., 1987, VEXENAT et al., 1996), L. amazonensis e L. braziliensis (GOMEZ-SILVA et al.,
2008).

A reatividade cruzada com pacientes apresentando outras doengas que ndao doenga
de Chagas e LMC ou LC é polemica. Por exemplo, Martin e colaboradores (1998) quando
utilizaram no ELISA exoantigenos de L. donovani nao diagnosticaram reatividade cruzada
com pacientes com maldria, filarioses e equinococoses. Outros autores entretanto relatam
reagdo cruzada quando utilizaram antigeno total de Leishmania spp, com pacientes com
Toxoplasmose e Maldria (ABRAMO et al.,, 1995; SUNDAR e RAIl 2002; KOHANTEB e
ARDEHALI, 2005; MENDES et al., 2007).

A reatividade cruzada entre os diferentes antigenos, tanto com soros de individuos
com calazar (Figura 8) ou com individuos patologias ndo relacionadas (Figura 9), mostra

padrdes de reatividade semelhantes entre todos os antigenos Este fato esta de acordo com
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relatos da literatura onde se reconhece que esta reatividade cruzada observada entre as
diferentes espécies de Leishmania é decorrente do compartilhamento de epitopos
antigénicos, por protozoarios relacionados (VEXENAT et al., 1996; GOMES-SILVA et al., 2008;
VALE et al., 2009).

Os exoantigenos e o antigeno total de L. (L.) chagasi ndo apresentaram reatividade
cruzada com pacientes apresentando outras variadas doengas (Figura 9). No entanto, o
antigeno total de L. (L.) amazonensis mostrou reatividade cruzada com pacientes com T.
gondii, Plasmodium sp, Anti-streptolisina O positiva e doenga autoimune com fator anti-
nucleo positivo e os antigenos totais de L. (V.) braziliensis reagiram com pacientes com T.
gondii, Anti-streptolisina O positiva e doenga autoimune com fator anti-nucleo positivo
(Tabela 4B). A reatividade cruzada observada entre os antigenos totais de L. (L.) amazonensis
e L. (V.) braziliensis, com os soros de pacientes anti-streptolisina O positiva e doenca
autoimune com fator anti-nucleo positivo, pode ser fruto da reatividade anti-DNA dos
cinetoplastos das mesmas com 0s soros uma vez que o tripanosomatideo Crithidia luciliae
tem sido utilizado para a deteccdo destes anticorpos anti-DNA, por Imunofluorescéncia

(GRIEMBERG et al., 2006).
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5.2 ELISA — HOSPEDEIRO CANINO

A Leishmaniose visceral canina (LVC) apresenta atualmente uma tendéncia de
expansdo geogrdfica, atestada pelas referencias mais recentes (RAJASAKARIAH et al., 2008;
MAIA e CAMPINO, 2008), sendo que os paises endémicos tém pelo menos uma espécie
animal como reservatdério. Sendo o cdo o principal reservatdrio doméstico da L. (L.) chagasi
na América Central e América do Sul (EVANS et al., 1990; DIETZE et al., 1995; MILES et al.,
1999), incluindo o Brasil (PARANHOS-SILVA et al., 1996).

Dentre as varias medidas de controle da Leishmaniose visceral humana, preconizadas
pela Organizacdo Mundial de Saude (WHO,1990), esta a eliminacdo de cdes infectados ou
sororeativos. No entanto esta medida é ainda polemica quanto a sua eficiéncia (TESH, 1995;
DIETZE et al., 1995; ASHFORD et al., 1998) além de ser de dificil execucdo é socialmente
inaceitavel (ASFORD et al., 1998; PALATNIK DE SOUSA et al., 2001).

Estudos matematicos mais avancados apontam que um controle mais eficiente da LV
seria vacinar tanto cdes como humanos (DYE, 1996) e outros consideram que a associagao
vacinar animais e aplicar um teste diagndstico mais sensivel, seriam as medidas mais
acertadas e bem vinda no ambito da Medicina Veterindria. Tais medidas teriam reflexo na
Saude Publica humana, prevenindo o aparecimento de novos casos humanos (HOMMEL et
al., 1995). Somente cdes sorologicamente positivos sdo considerados infectados e sdo
eliminados, cdes infectados e assintomaticos com sorologia negativa podem contribuir com
a continuidade do ciclo de transmissao do parasita (COURTENAY et al., 2002).

Um dos principais fatores destas discussGes e discordancias de opiniGes estd na
sensibilidade dos testes diagndsticos utilizados nos inquéritos epidemioldgicos (IFl e ELISA),
metodologias que para muitos apresentam baixa sensibilidade e especificidade (GOMES-
SILVA et al., 2008). Nos ultimos anos os inquéritos soroldgicos no Brasil para identificacdo de
caes infectados com leishmaniose canina, foram realizados com testes comerciais (ELISA-Bio-
Manguinhos e IFI-Biomanguinhos) que empregam como antigenos da L. major-like que
apresentam sensibilidades e especificidades varidveis, mas que sdo os indicados pelo
Ministério de Saude do Brasil (LIRA et al., 2006).

Outra problematica no diagndstico da LVC é a incapacidade de detectar anticorpos

nas diferentes fases da doenca (CABRERA et al., 2003), assim como a ocorréncia de
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resultados falsos positivos, devido a reatividade cruzada com leishmaniose tegumentar,
doenca de Chagas, erliquioses, rickettsioses e toxoplasmose (EL AMIN et al., 1986; HARITH et
al., 1987; COSTA et al., 1991; BARBOSA DE DEUS et al., 2002).

Muitos autores concordam que os testes atualmente aplicados no diagndstico da LVC
apresentam altos indices de sensibilidade com positividades que variam de 72 a 98%,
guando empregam antigenos totais e também independentes da espécie de Leishmania
empregada (BARBOSA DE DEUS et al., 2002; METTLER et al., 2005; ROSARIO et al., 2005;
PORROZI et al., 2007; FERREIRA et al., 2007).

Os dados obtidos em nosso trabalho mostram que tal eficiéncia diagndstica pode ser
alcancada em testes elaborados com antigenos totais ou exoantigenos das diferentes
espécies de Leishmania com sensibilidade de 100% (Figura 12).

Varias abordagens tém sido utilizadas para caracterizar as moléculas excretadas-
secretadas pelas leishmanias no estabelecimento da imunidade (LEMESRE et al., 2005,
2007), e seu papel protetor em estudos de vacina (PRIGIONE et al., 2000; SHAMS et al.,
2004). No entanto, assim como para humanos o uso dos exoantigenos no diagndstico da LVC
foi pouco explorado. Embora o trabalho publicado por Rajasakariah et al. (2008) mostre
excelentes resultados de sensibilidade (100%) ao utilizar uma mistura de trés espécies de
Leishmania (L. infantum, L. donovani e L. major), poucos dados sdo considerados em relacdo
a especificidade do teste.

Os indices de especificidade obtidas em nosso trabalho mostram estas sdo
dependentes do preparado antigénico utilizado. A especificidade dos exoantigenos foi de
88,1% a 94,9% e com os antigenos totais das 3 espécies foi de 86,4% (Tabela 5). O
exoantigeno de L. (L.) chagasi apresentou a maior especificidade de 94,9%, sendo
semelhante ao obtido em testes que utilizam proteinas recombinantes tais como: rk36, rk39
respectivamente, com indices de 94% a 100% (ROSARIO et al., 2005; PORROZI et al., 2007).

Embora o emprego das proteinas recombinantes no sorodiagndstico da LVC tenha
aumentado os indices de especificidade, estes ainda apresentam problemas de
sensibilidade. Quando Mettler et al. (2005) utilizaram antigeno recombinante rk39 este
apresentou uma sensibilidade de 96,7% em cdes com clinica (sintomaticos) e sensibilidade
de 52,9% a 64,7% em animais sem clinica (assintomaticos).

A reatividade cruzada observada durante o sorodiagndstico da LVC ocorre em

hospedeiros que vivem em regides que se sobrepde a outras doencas (ROSARIO et al., 2005;
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FERREIRA et al.,, 2007, GOMES-SILVA et al., 2008; RAJASAKARIAH et al.,, 2008). Caes
infectados com T. cruzi reagem principalmente com preparados antigénicos totais (FERREIRA
et al., 2007; MAIA e CAMPINO, 2008) assim como cdes infectados com outras parasitoses
como erliquioses, rickettsioses, toxoplasmose e babesioses (EL AMIN et al., 1986; HARITH et
al., 1987; COSTA et al., 1991; BARBOSA DE DEUS et al., 2002).

Nossa andlise mostrou que os cdes infecatdos com T.cruzi (n=7) reagem tanto com
extrato total como com exoantigenos de L (L.) amazonensis e braziliensis, mas somente uma
amostra de cdo reagiu com exoantigeno de L (L.) chagasi.

C3es (FRANKE et al., 1994; UMEZAWA et al., 2009) podem estar infectados com o T.
evansi e estes por compartilharem epitopos com diferentes protozoarios, pertencente a
ordem kinetoplastidade, podem reagir cruzadamente, o que na realidade ocorreu, a duas
amostras de utilizadas neste trabalho, de c3es infectados com T. evansi reagiram em altos
titulos com o antigeno total e exoantigenos das 3 espécies de Leishmanias e com titulos para
os exoantigenos.

Embora ndo tenhamos avaliado os ELISAs com amostras de cdes com Leishmaniose
cutanea, alguns dados da literatura mostram que a distingdo entre animais com
Leishmaniose cutdnea e LVC ainda ndo é possivel através do diagndstico sorolégico (MAIA e
CAMPINO, 2008; SANTIAGO et al., 2008).

Os resultados obtidos por nds correspondem aos ja publicados por outros autores
(SOUZA et al., 2004; RAJASAKARIAH et al., 2008) que mostram a eficiéncia do exoantigeno
(ES) de L. (L.) chagasi para ser utilizado na triagem diagndstica da Leishmaniose canina ou
em estudos epidemioldgicos. Nossos resultados de altos titulos e 100% de positividade do
antigeno ES L. (L.) chagasi e a auséncia de reatividade cruzada com caes infectados com
outras parasitoses (Babesia sp, Erlichia sp, Neospora sp, Toxoplasma sp e T. cruzi) mostram
esta alta eficiéncia diagndstica.

A resposta humoral em cdes ndo é considerada Util para aferir resisténcia a infeccdo,
mas sim para detectar animais sensiveis, na maioria dos casos sintomaticos (PINELLI et al.,
1994). Por sua vez, alguns estudos apontam que diferentes classes de IgG podem estar
relacionadas com a evolucdo da doencga, assim Deplazes et al. (1995) sugerem uma
associagao entre 1gG2 e forma assintomatica; de IgG1 e aparecimento de doenga. Mas estes
resultados ndo foram corroborados por outros estudos, porque encontraram positividade

varidvel no teste de hispersensibilidade retardada a antigenos de leishmania, exibindo uma
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resposta humoral polimdrfica, variando de soronegativos para positivos (BOURDOISEAU et
al., 1997; SOLANO-GALLEGO et al., 2000). C3es sintomaticos apresentando altos niveis de
IgG2 (LEANDRO et al., 2001).

Reis (2001) demonstrou que 1gG1, em cdes naturalmente infectados, parecem estar
associado com mecanismos imunoprotetores, pois encontrou elevados niveis de IgG1l em
cdes assintomaticos. Por outro lado, IgG2 parecera estar associado com as formas mais
graves da infec¢ao. Dados recentes também mostraram uma alta expressao de IgE, além de
IgG1 em cdes sintomaticos de diferentes areas endémicas, abrindo perspectivas para o seu
uso potencial como marcadores da doenca ativa em cdes (ALMEIDA et al., 2005; INIESTA et
al., 2005). Estas observacOes, embora a principio controversas, demonstram que a evolucao
da doenca provavelmente estd associada aos diferentes isotipos de imunoglobulinas, o que
pode ser um valioso indicador da evolucdo da imunidade ou da doenca na leishmaniose
canina, teoria que ainda ndo foi avaliado com a utilizacdo de exoantigenos.

Segundo outros autores os niveis de 1gG2 sdo elevados também em caes vacinados
(LEMESRE et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2009). Assim, a predominancia de subclasses de IgG
pode ser um reflexo da existéncia de um padrdo de imunidade distinto, conseqiiéncia de um
perfil diferenciado de citocinas, como ja descrito em outras doencas infecto-parasitarias
(KAWANO et al., 1994).

Desta forma o padrdo de imunoprotecdo requer o estabelecimento de uma resposta
imune celular, antigeno-especifica, com a producdo de um padrdo de citocinas do tipo 1, via
IFN-y, e a produgdo diferenciada de 1gG1l e IgG2 antigeno-especificas. O conhecimento
destas informagdes representa uma base importante para a busca dos antigenos capazes de
intervir no sistema imune do cdo, favorecendo o desenvolvimento de eventos imunolégicos
especificos com a capacidade de combater o parasito durante os estadios iniciais da
infecgado.

As diferencas no desempenho dos testes utilizando diferentes espécies de parasito
observado neste estudo, juntamente com as observagdes relatadas na literatura, podem ser
considerados na concepgdo de novos testes diagndsticos ou para a avaliagdo da resposta
imune na leishmaniose canina.

Mas, isto é vdlido se estes testes forem projetados para uso geral ou nas regides

onde mais de uma espécie de parasito esta presente. A reatividade cruzada da resposta
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imune observada entre diferentes espécies de Leishmania (Figura 12) neste estudo pode ser
levada em considerac¢do para o desenvolvimento de novas vacinas contra a LVC.

Segundo Lemesre et al. (2007) o cdo é o melhor modelo animal para o estudo da LV,
para realizar estudos imunoldgicos e vacinas. Uma vez que o padrdo da doengca em cdes e
seres humanos é semelhante, com um longo periodo de infeccdo assintomatica seguido de
perda de peso, anemia, linfonodos aumentados e febre. Nos seres humanos, a infeccdo
permanece assintomadtica assim como em alguns cdes (RAVINDRAN e ALI, 2004). Uma das
poucas diferencas é a presenca de lesdes cutaneas nos cdes, apenas detectado em seres
humanos gravemente imunossuprimidos (GARG e DUBE, 2006).

Conhecendo os parametros imunodiagndsticos para cada preparado antigénico,
fizemos uma avaliagdo diagndstica em um grupo cdes com suspeita de leishmaniose os quais
tinham diagndstico parasitoldgico negativo (Tabela 7). A porcentagem de soropositividade
de 55% a 70% foi detectada em animais sintomaticos, que pela literatura sdo considerados a
maior fonte potencial de infec¢do para os flebé6tomos (MAIA e CAMPINO, 2008).

Também em nossos resultados se observou uma elevada porcentagem de caes
assintomaticos soropositivos de 75% a 92%. Os cdes assintomaticos se constituem a maioria
na populacdo canina com leishmaniose e podem ser reservatérios do parasito, para alguns
autores nestes casos existe uma pequena chance de infectar o vetor (BERRAHAL et al., 1996;
CABRAL et al., 1998; MAIA e CAMPINO, 2008).

Ha uma controversia no diagndstico da Leishmaniose canina, no sentido de que cdes
sintomdticos podem apresentar altos titulos de anticorpos, e ndo apresentam proliferacdao
especifica de linfdcitos frente a Leishmania. E cdes infectados assintomaticos mostram uma
proliferacdo especifica de linfécitos com titulos variaveis de anticorpos (BARBERIE, 2006).
Nestes casos os anticorpos podem ser detectados pelos testes sorologicos, mas ndo sao
detectados através de testes parasitoldgicos. Como o encontrado em nossos resultados
(Tabela 7, Figura 14). Portanto a necessidade de um teste imunodiagndstico confirmatadrio.

De nossos dados concluimos que a avaliagdo do ELISA para o diagndstico da LVC é
melhor com os exoantigenos da espécie L. (L.) chagasi que além de mostrar-se altamente
sensivel e especifica, tem a vantagem de ser facilmente obtida sem a necessidade de
quaisquer espécies de purificacdo quimica ou fisica. A reprodutibilidade dos diferentes lotes

foi também satisfatoéria (Figura 15).
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5.3 IMMUNOBLOTTING — HOSPEDEIRO CANINO

A metodologia do Immunoblotting (IB) tem sido proposta como teste confirmatorio
no imunodiagndstico de algumas doencas, tais como: doenca de Chagas (UMEZAWA et al.,
1996a), infeccbes pelo HIV (CHAN et al.,, 1996) e Toxoplasmose (FRANCK et al., 2008). O 1B,
por ser uma metodologia qualitativa, permite visualizar e identificar padrdes de bandas
reativas que podem ser especificas para uma determinada doenca.

Um dos principais desafios para o controle da leishmaniose canina é o
desenvolvimento de um teste confidvel para identificar animais infectados dos nao
infectados, para a construcdo de um panorama epidemioldgico mais seguro, pois cdes
portadores da leishmaniose classificados clinicamente como assintomaticos sao capazes de
infectar flebotomineos (FERREIRA et al., 2007).

Ha varios trabalhos na literatura que utilizam o IB com o intuito de definir quais
moléculas de formas promastigotas de Leishmania deveriam ser consideradas no
imunodiagndstico da LV em cdes (CARRERA et al., 1992; CIBRELLUS et al., 1999; LEMESRE et
al., 2005, 2007), em humanos (MARTIN et al., 1998; RYAN et al., 2002), no seguimento
soroldgico de pacientes submetidos a quimioterapia e no diagndstico da LV assintomatica
(WHITE et al., 1992).

O IB aplicado no estudo da LV em hospedeiros infectados naturalmente ou
experimentalmente (GOTTSTEIN et al., 1988; BARREHAL et al.,, 1996; AISA et al., 1998),
mostrou ser adequado para discriminar fases da infec¢do, principalmente no diagndstico da
fase inicial da doenca (DA COSTA et al., 1996; CARRERA et al., 1996; AISA et al., 1998). Existe
um consenso entre alguns autores de que o IB poderia ser sugerido como teste
confirmatdrio, principalmente por resolver casos discordantes entre testes soroldgicos tais
como entre a IFl e o ELISA (HOERAUF et al.,, 1992; MARY et al.,, 1992). Da Silva e
colaboradores (2005) e De Paula e colaboradores (2003) concordam que o IB é um teste
mais sensivel que a IFA, mostrando que caes soronegativos pelo IFA, até 8 meses antes da
soroconversdo, foram previamente positivos no IB. Possivelmente animais resistentes a
doenca apresentem baixos niveis de anticorpos, ndo detectdveis pelo IFA, mas que sdo
detectados pelo IB. No entanto, ainda estd aberta a discussdo, pois, ndo ha um consenso

geral quanto ao perfil protéico a ser considerado nos casos acima citados.
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Muitos trabalhos mencionam a importancia das bandas de baixo peso molecular
(PM) no IB que utiliza parasitas totais, principalmente na regido entre PM 14 e 36 kDa,
bandas que sdo consideradas espécie-especificas (MARY et al.,, 1992; MARTY et al., 1995;
CARRERA et al., 1996; AISA et al., 1998; DE PAULA et al., 2003; DA SILVA et al., 2005; SAKRU
et al.,, 2007).

Outros pesquisadores identificaram e caracterizaram proteinas de baixo PM com
potencialidade e probabilidade de serem fortes candidatas para o diagndstico e vacina na
LV, como as proteinas de PM 30 e 36 kDa que estdo associadas a membrana das formas
promastigotas da Leishmania infantum (KAMOUN-ESSGHAIER et al., 2005). Outros ainda
descreveram que as Leishmanias exibem uma familia multi-antigénica de 6 a 9 membros de
moléculas (PM 20 a 36 kDa) que sdo reconhecidas por pacientes com LV ou com
leishmaniose cutdanea (BRITO et al., 2000). Concluiu ainda que estas pudessem variar de PM
de acordo com os protocolos utilizados (COUVREUR et al., 1997; KAMOUM- ESSGHAIER et
al., 2005). As proteinas de baixo PM (12 e 14 kDa) que sdo reconhecidas por cdes
assintomaticos no IB preparado com L. infantum (AISA et al., 1998), podem corresponder a
duas proteinas nucleares designadas como p14 e p18 (PM 14 e 18 kDa), descritas em um
estudo anterior (SUFFIA et al., 1995).

Outros concluem que o IB é o teste mais eficaz na deteccdo de pacientes com LV
assintomaticos, quando comparado com a IFl e o ELISA, em um estudo com pacientes turcos
assintomaticos (7/82; um sintomatico e 6 assintomaticos) Sakru e colaboradores (2007)
mostraram que 9,5% reconheciam as bandas de PM 14 e 18 kDa, por outro lado Carrera e
colaboradores (1996), detectaram uma forte reatividade dos peptideos de PM 50-57 e
29 kDa por caes experimentalmente infectados com L. infantum e bandas de PM 26, 34 e
35,4 kDa pelos animais na fase aguda, quando utilizou como antigeno formas promastigotas
de L. infantum. Segundo outros pesquisadores, cdes verdadeiramente infectados, com
diagndstico parasitoldgico positivo, reconhecem as proteinas de PM 29 e 32 kDa, no IB
preparado com antigenos total de Leishmania spp, concluindo que o reconhecimento destas
bandas poderia ser utilizado como sinal de infeccdo (DE PAULA et al., 2003; DA SILVA et al.,
2005).

Em realidade, varios sdo os autores que utilizaram a metodologia do IB para o
diagndstico da LV canina, mas segundo os relatos quando Leishmania integra é utilizada

como fonte de antigeno 20 e até mais de 50 polipeptidios podem ser detectados (DA COSTA
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et al., 1996; CARRERA et al., 1996; AISA et al., 1998; DE PAULA et al., 2003; RAMI et al., 2005;
ALMEIDA et al., 2005). Este perfil complexo no IB foi também observado em nossos
experimentos que utilizou parasitos integros (Figura 17). Por outro lado, menos bandas
reativas foram observadas quando utilizamos o preparado antigénico denominado AT
(extrato total alcalino), com uma banda imunodominante de PM 14 kDa (Figura 17).
Concluimos entdo que tal variabilidade de bandas reativas no IB para o diagndstico
soroldgico da LVC vai depender da espécie e do tipo de antigeno utilizado. Em um ponto
concordamos com os dados de outros autores, nossos experimentos mostraram também um
perfil protéico complexo quando utilizamos parasitos integros (Figura 17).

Contudo, estudos de IB que utilizam exoantigenos (excreta-secreta) de leishmanias
no imunodiagnodstico da LV sdo mais raros e/ou apresentam resultados incompletos
(MARTIN et al.,, 1998; CIBRELUS et al.,, 1999; RYAN et al., 2002) e raros sdo os estudos
transversais comparativos da performance diagndstica destas moléculas.

Cibrelus e colaboradores (1999) mostraram que tanto cdes como pacientes
infectados com L. infantum reconheceram um perfil complexo de 11 bandas (155, 96, 78, 72,
66, 50, 46, 38, 34, 32, 26 kDa) no IB efetuado com antigenos excretados secretados de
formas amastigotas de L. infantum e quando utilizou exoantigenos de formas promastigotas
outras proteinas foram detectadas (PM 120, 78, 74, 72, 65, 63, 50, 44, 40, 38, 32 kDa). Um
perfil menos complexo foi obtido por Ryan e colaboradores (2002), em um estudo mais
recente, no qual trabalhando com exoantigenos de formas promastigotas de L. donovani,
detectaram 6 bandas imunodominantes (PM 132, 108, 96, 41, 38, 30 kDa).

Nossos dados, no entanto, indicaram que o IB que utiliza exoantigenos (ES) de L. (L.)
chagasi apresentaram uma reatividade menos complexa reagindo somente com 3 proteinas
imunodominantes de PM 27, 28 e 31 kDa. Bandas muito semelhantes de PM 26,5; 27,5 e 30
kDa foram também observadas quando se utilizou as espécies L. (L.) amazonensis e L. (V.)
braziliensis. Estas 3 bandas foram reconhecidas por todos os cdes considerados infectados
com leishmaniose visceral, portanto o IBleish de L. (L.) chagasi atingiu o indice
imunodiagndstico de 100% de sensibilidade.

Os peptideos de PM 27, 28 e 31 kDa reconhecidos quando utilizamos o exoantigenos
de L. (L.) chagasi sdo em parte concordantes com os relatados dos diferentes autores
(CIBRELUS et al., 1999; RYAN et al., 2002; CHENIK et al., 2006), sendo a que estas diferencas

de PM podem estar relacionadas com a espécie de Leishmania utilizada, a forma de
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obtengdo dos exoantigenos assim como o tipo de meio de cultura empregada para a
obtencdo dos exoantigenos. Pois, Chenik e colaboradores (2006) sugerem que bandas de PM
30 e 55 kDa sdo detectadas quando se utiliza sobrenadante de cultura de L. major incubada
a temperatura de 35 °C e pH 5.5, sugerindo que havia componentes do vacuolo
parasitofago.

Apesar de cdes tanto sintomdaticos como assintomaticos (parasitologicamente
positivos) reconhecerem as trés bandas imunodominantes, no IB com exoantigenos de L. (L.)
chagasi, alguns reagiram fracamente com as proteinas de PM 12 e 14 kDa. Estas proteinas
foram também observadas no IB com parasitas integros e previamente descritas por outros
autores. Tal discordancia nos levaram a especular se o reconhecimento eventual e a
reatividade quantitativamente mais fraca para estas bandas poderiam ser resultantes da
presenca de componentes de parasitas que foram lisadas no momento da preparacdo dos
exoantigenos. Portanto, esta possibilidade sera avaliada no futuro, no qual parasitos
integros serdo titulados para saber a quantos parasitas corresponderiam a esta fraca
reatividade.

Quando cdes com suspeita de leishmaniose (n=32), os quais tinham diagndstico
parasitolégico negativo, foram avaliados simultaneamente com o ELISA e IBleish-L. (L.)
chagasi os nossos resultados mostraram que 53% (17/32) dos casos eram simultaneamente
positivos para os dois testes, 12,5% (4/32) simultaneamente negativos para os dois testes,
mas 34,4% (11/32) apresentaram discordancia entre os dois testes.

A eficacia do IB em detectar casos falso-positivos e/ou falso-negativos foi obtida ao
analisarmos estes 11 casos discordantes. Destes casos 72,7% (8/11) foram positivos no ELISA
(ES e/ou AT), mas negativos para o IBleish-L. (L.) chagasi, portanto consideramos tratar-se de
casos falso positivos; 27,3% (3/11) apresentaram discordancia entre os ELISAs (negativos nos
ELISA-AT) mas positivos no IBleish-L. (L.) chagasi, estes casos foram considerados falso-
negativos. No momento temos um caso que foi positivo no IBleish e com resultado negativo
para todos os ELISAs (Tabelas 8 e 9). Estes dados, que concordam em parte com os relatados
da literatura, vém mostrar mais uma vez que o IB é um teste além de sensivel é mais
especifico, principalmente quando comparado com outras metodologias imunodiagndsticas
(HOREAUF et al., 1992; MARY et al., 1992; CARDENOSA et al., 1995; AISA et al., 1998; DE
PAULA et al., 2003; DA SILVA et al., 2005).



99

De acordo com estudos prévios, as bandas de alto peso molecular sdo as que
apresentam a maior reatividade cruzada e sdo comuns entre as diferentes espécies de
Leishmania (LEPAY et al., 1983; COLOMER-GOULD et al., 1985; REED et al.,, 1987) e com
outros parasitas, por exemplo com Plasmodium (RAVINDRAN et al., 2004). Algumas destas
bandas podem também ser reconhecidas por hospedeiros (animais ou humanos) sadios (DA
COSTA et al.,, 1996; RAVINDRAN et al.,, 2004). Outros descrevem que s3ao bandas que
perduram no hospedeiro apds o tratamento configurando como uma cicatriz sorolégica
(EVANS et al., 1989; KUMAR et al., 2002; LASRI et al., 2003; RAVINDRAN et al., 2004).

Nossos dados indicam uma reatividade mais complexa quando se utilizou
exoantigenos de L. (L.) amazonensis e L. (V.) braziliensis, pois estes antigenos apresentaram
reatividade cruzada com os cdes infectados com T. evansi e com T. cruzi (Figura 20). Por
exoantigeno de L. (L.) chagasi apresentou somente uma banda reativa de PM 28 kDa
observada somente nos cdes infectados com T. evansi (n=2) e somente em um cdo infectado
com T. cruzi (Figura 20 e 21). Autores como Savani e colaboradores (2005) descreveram que
cdes provenientes de zona endémica de Chagas (Mato Grosso do Sul, Brasil) podem estar
infectados simultaneamente com T. evansi e T. cruzi, neste caso o cdo diagnosticado como
chagasico (1/7) e que reagiu com a banda de PM 28 kDa, é proveniente da zona endémica de
Chagas (Mato Grosso do Sul, Brasil), portanto ndo esta descartada a possibilidade deste
animal estar co-infectado simultaneamente com T. cruzi e T. evansi.

Uma vez que o IBleish de L. (L.) chagasi ndo apresentou nenhum caso positivo com
reatividade simultanea para as 3 bandas (27, 28 e 31 kDa) quando testados com amostras de
animais infectados por outras parasitoses consideramos que este teste alcangou a

especificidade de 100% (Figura 21).
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5.4 IMMUNOBLOTTING — HOSPEDEIRO HUMANO

O homem com LV apresenta elevado nivel de imunoglobulinas 1gG, portanto
facilmente diagnosticado por técnicas soroldgicas, mas, as diferentes formas clinicas das
Leishmanioses sé podem ser efetuada por critérios clinicos e/ou parasitoldgicos (EVANS et
al., 1989) e recentemente empregando tecnologias moleculares como a PCR (SPANAKOS et
al., 2008). Os resultados, por nés obtidos pelo ELISA, mostraram que a sorologia ndo foi
capaz de discriminar pacientes com LV daqueles com Leishmaniose tegumentar cutdnea ou
mucocutanea e doenga de Chagas. Os diferentes antigenos avaliados neste estudo, pelo
ELISA, mostraram 100% de positivitidade nos casos de leishmaniose visceral e variadas
reatividades cruzadas com as outras espécies de leishmanias.

Na tentativa de determinar quais seriam as moléculas especificas para serem
empregadas no diagnostico soroldgico os pesquisadores utilizaram o IB de formas
promastigotas de Leishmania e aplicaram em pacientes com a infec¢do ativa (REED et al.,
1987; EVANS et al., 1989; MARY et al., 1992; MARTIN et al., 1998; RYAN et al.,, 2002;
KAMOUN-ESSGHAIER et al., 2005), no seguimento quimioterapico da LV (KUMAR et al.,
2002) e em pacientes com infeccdo assintomatica (MARTY et al., 1995).

O grande problema encontrado foi decidir qual o perfil de reatividade de consenso
geral, pois mais de 50 polipeptidios de variados PM (14 a 201 kDa) foram reconhecidos por
pacientes sintomatico da LV, algumas destas moléculas inclusive sdo também compartilhada
por individuos com outras doencgas, como doenca de Chagas (EVANS et al., 1989; MARY et
al., 1992; MARTY et al., 1995; TIWARI et al., 1995; KUMAR et al, 2002).

Martin e colaboradores (1998) publicaram um trabalho pioneiro sobre a avaliacdo do
immunoblotting que utiliza exoantigenos de diferentes espécies de Leishmania:
L. amazonensis, L. major, L. tarentolae e L. donovani concluindo que muitas bandas apesar
de serem comuns entre as diferentes espécies, estariam associadas aos variados perfis
imunogénicos dos pacientes utilizados neste estudo.

Cibrelus e colaboradores (1999) por sua vez, mostraram que exoantigenos de formas
promastigotas e amastigotas de L. infatum apresentavam uma reatividade preferencial com

um peptideo de PM 63 kDa tanto com pacientes com LV como caes com LV.
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Mais recentemente Ryan e colaboradores (2002) mostraram que o perfil
eletroforetico de exoantigenos de L. donovani apresentado por pacientes com LV é mais
complexo (PM 130, 108, 104, 96, 78, 37 e 30 kDa) e semelhante tanto para cdes como para
humanos, a Unica diferenca observada foi quantitativa, com intensidade na reatividade mais
intensa para caes do que para humanos. Contrario aos nossos dados que a reatividade para
humanos foi quantitativamente maior e mais complexa para humanos do que para cdes
(FIGURA 17). Nossos resultados mostram que o exoantigeno obtido de formas promastigotas
de L. (L.) chagasi apresenta somente trés bandas imunodominantes reconhecidas por todos
0s pacientes com LV.

Pesquisadores como Reed e colaboradores (1987) consideram que bandas
encontradas na regido entre 32 a 35 kDa seriam as bandas de maior interesse para o
diagndstico da LV humana, por serem espécie especifica e apresentarem imunogenicidade,
concordando com dados apresentados por Cardefiosa e colaboradores (1995) e Mary e
colaboradores em (1992) que afirmam que proteinas entre PM 40 - <14 kDa sdo as mais
sensiveis e especificas para o diagndstico da LV.

Quanto a reatividade cruzada com outras doencas, nosso dados mostraram forte
inespecificidade com pacientes chagasicos, no IB realizado com exoantigenos de L. (L.)
amazonensis e L. (V.) braziliensis, com reatividade para varias bandas, mas nenhuma
reatividade cruzada (auséncia de bandas) foi encontrada quando foi utilizado exoantigenos
de L. (L.) chagasi (Figura 25).

No entanto, tanto o ELISA como o IB que utilizaram exoantigeno nao foram capazes
de distinguirem entre pacientes com leishmaniose tegumentar das com LV, as trés espécies
de leishmanias apresentaram um perfil de reatividade similar aquela encontrada para os
pacientes com LV. A banda reconhecida por pacientes com LC e LMC era quantitativamente
mais fraca, refletindo possivelmente a baixa resposta humoral destes pacientes (KAR, 1995;
ROMERO et al., 2004).

Os resultados comparativos entre ELISA e IB mostraram que 56% (9/16) dos
pacientes com LC foram positivas com os exoantigenos de L. (L.) chagasi sendo que 38%
(6/16) foram negativas pelo ELISA (Tabela 10). Somente 19% (3/16) foram positivas para os
dois testes. Resultado similar ocorreu quando se analisou o grupo com LMC (n=16) dos quais

44% (7/16) foram positivas no IB sendo 31% (5/16) negativas para o ELISA (Tabela 10).
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A reatividade cruzada encontrada entre pacientes infectados com as diferentes
leishmanioses ja foi descrita por varios pesquisadores (GUIMARAES et al., 1991; MALCHIODI
et al., 1994), para contornar esta inespecificidade alguns laboratérios trabalham com altas
diluicbes das amostras de soros de pacientes com doenca de Chagas ou Leishmaniose
cutanea (MALCHIODE et al.,, 1994). Outros como Handman e colaboradores (2001)
identificaram antigenos compartilhados entre L. tropica, L. mexicana e L. donovani, assim
como com um antigeno presente em Crithidia fasciculata, justamente por esses epitopos
comuns entre as espécies de leishmanias se justifica a utilizacdo de diferentes espécies no

diagndstico da LV humana ou canina.

Embora o IBleish de L. (L.) chagasi ndo discriminou pacientes infetados com
diferentes leishmanioses, foi capaz de diferenciar pacientes com doenca de Chagas (Figura
25), fato ndo ocorrido quando se utilizou exoantigenos de L. (L.) amazonensis e L. (V.)
braziliensis. Deste modo acreditamos que o teste pode contribuir de modo significante no
auxilio do diagnéstico da leishmaniose visceral humana, uma vez que o IBleish de L. (L.)
chagasi nao apresentou também nenhuma reatividade quando testado com amostras de

pacientes infectados por outras parasitoses.
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6 CONCLUSOES

6.1 HOSPEDEIRO HUMANO

1-

O diagnodstico da leishmaniose visceral humana pode ser efetuado pelo ELISA que
utiliza tanto antigenos preparados com parasitas homadlogos como heterélogos, nao
hd uma reacdo espécie-especifica. A sensibilidade obtida pelo ELISA foi de 100%
obtida com todas as espécies de leishmanias utilizadas, incluindo os diferentes

preparados antigénicos.

O ELISA que utilizou exoantigenos da L. (L.) chagasi apresentou os mais altos titulos.

O ELISA que utilizou exoantigenos (ES), independente da espécie de Leishmania,
apresentaram melhores indices de especificidade quando comparados com os

antigenos totais (AT).

A maior reatividade cruzada foi obtida com os ELISAs que utilizaram antigenos totais,

independente da espécie de Leishmania.

N3o houve discriminacdo entre individuos com Leishmaniose cutanea (LC) dos com
Leishmaniose mucocutanea (LMC), quando se utilizou o ELISA com as diferentes

espécies de leishmanias.

O ELISA que utilizou exoantigenos apresentou baixa reatividade cruzada com

pacientes chagasicos, independente da espécie de Leishmania.

Pacientes com LV apresentaram reatividade com trés bandas protéicas no
Immunoblotting preparado com exoantigenos, independente da espécie de

Leishmania utilizada.

O IB preparada com exoantigenos de L. (L.) chagasi (IBleish) ndo mostrou reatividade
cruzada com os pacientes chagdsicos, ao contrario da L. (L.) amazonensis e L. (L.)

braziliensis.
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O IBleish-L. (L.) chagasi nao distinguiu entre pacientes com Leishmaniose
tegumentar dos com a visceral, as trés espécies reagiram com o perfil de reatividade

similar aquela encontrada com os pacientes com LV.

6.2 HOSPEDEIRO CANINO

1-

ELISAs preparados com antigeno total ou exoantigenos, independente da espécie de
Leishmania e independente da clinica dos cdes (sintomdticos ou assintomaticos)

apresentaram sensibilidades de 100%.

ELISAs preparados com exoantigenos da L. (L.) chagasi apresentaram altos titulos em
cdes com LVC-sintomatico e assintomatico do que as apresentada pelas as duas

outras espécies de leishmanias.

Os exoantigenos independente da espécie de Leishmania apresentaram indices mais
especificos do que os antigenos totais. A maior especificidade do ELISA foi obtida

com os exoantigenos espécie-especifica L. (L.) chagasi (94,9%).

Menor reatividade cruzada foi observada com os exoantigenos, independente da

espécie de Leishmania utilizada.

Animais com LVC reconheceram trés bandas protéicas no IB preparado com

exoantigenos de L. (L.) chagasi.

O IB preparado com exoantigenos de L. (L.) chagasi apresentou 100% de
sensibilidade e especificidade, por outro lado o IBleish-ES das L. (L.) amazonensis e L.

(L.) braziliensis apresentaram reatividade cruzada com cdes infectados com T. cruzi.

O dados de IBleish-L. (L.) chagasi sugerem que este poderia ser utilizado como
metodologia confirmatdria no diagndstico sorolégico de cdes afetados pela

Leishmaniose canina.

O perfil de reatividade correspondente a trés bandas imunodominantes (27, 28 e
31 kDa) apresentadas por hospedeiros humano e canino, afetados pela LV é

semelhante.
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