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INSTITUTO OSWALDO CRUZ

AVALIACAO DA ANTIGENICIDADE DE FRACOES SUBCELULARES DE
Leishmania (Leishmania) amazonensis PARA DIAGNOSTICO DE LEISHMANIOSE
VISCERAL CANINA.

RESUMO
DISSERTACAO DE MESTRADO

Caroline Carvalho de Almeida

A leishmaniose visceral canina (LVC) é uma doenca parasitdria de potencial zoondtico com
grande importancia para a satide publica. No Brasil, a LVC € causada por um protozodrio da
espécie Leishmania (L.) chagasi, e transmitida por flebotomineos vetores cuja espécie
principal € a Lutzomyia longipalpis. Os cdes apresentam maior quantidade de parasitos na
pele que o homem, representando importante fonte de infeccdo para os vetores, por isso sdo
considerados reservatérios para a leishmaniose visceral humana (LVH). A prevaléncia da
LVC varia de 1% a 40% nas areas endémicas. Uma das medidas preconizadas pelo Ministério
da Saude (MS) para o controle da LVH no Brasil € a eliminacio dos cées soropositivos para
LV. O método diagnéstico para cées, recomendado pelo MS, € a sorologia, seja através da
reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) ou da técnica imunoenzimatica (ELISA). Ambas
as técnicas utilizam antigenos brutos de Leishmania spp. que apresentam diferencas na
sensibilidade e especificidade, o que pode ocasionar resultados falso-negativos e falso-
positivos. No caso de resultados falso-positivos, o animal serd submetido a eutandsia. Em
virtude da boa imunogenicidade de fragdes subcelulares de Leishmania (L.) amazonensis,
como as fracdes enriquecidas de membrana (FM), de flagelo (FF) e microsomal (FMic), o
presente trabalho teve como objetivo investigar a antigenicidade destas fracdes no diagndstico
de LVC através do ELISA. Inicialmente foi realizada a técnica de fracionamento para a
obtencdo das fracOes subcelulares. As fragdes obtidas foram caracterizadas através da
microscopia eletronica e pela eletroforese em gel de poliacrilamida. Depois as condig¢des
ideais para o uso destas no ELISA foram padronizadas. Os soros de cdes com resultados
negativos e positivos para LVC, através do método parasitoldgico, foram utilizados como
controles. A sensibilidade e especificidade do ELISA utilizando as fracdes subcelulares de L.
(L.) amazonensis foram avaliadas através da curva ROC. A sensibilidade das fracdes FM, FF
e FMic foi de 95,5%, 89,8% e 93,2%, e especificidade de 98,1%, 88,7% e 94,3%
respectivamente. Todos os resultados foram comparados com os do ELISA (Biomanguinhos),
o qual utiliza antigenos brutos, que obteve 89,9% de sensibilidade e 92,5% de especificidade.
Dentre as trés fragdes, a FM apresentou uma maior area sobre a curva ROC, seguida da FMic,
ndo havendo diferenca significativa entre elas. A FM e a FMic foram as fracdes subcelulares
de L. (L.) amazonensis que apresentaram melhores resultados na avaliacdo da antigenicidade,
podendo ser utilizadas no diagnéstico de LVC no teste ELISA.

Palavras chaves: Antigenicidade, fragdes subcelulares, Leishmania (L.) amazonensis,

diagndstico, ELISA, leishmaniose visceral canina.
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INSTITUTO OSWALDO CRUZ

ANTIGENICITY EVALUATION OF SUBCELLULAR FRACTIONS OF Leishmania
(Leishmania) amazonensis TO CANINE VISCERAL LEISHMANIASIS DIAGNOSIS

ABSTRACT

Caroline Carvalho de Almeida

Canine visceral leishmaniasis (CVL) is a parasitic disease with zoonotic potential and very
important to the public health. In Brazil, CVL is caused by protozoans species of Leishmania
(Leishmania) chagasi and mainly transmitted by Lutzomyia longilpalpis sandfly. Dogs
represents an infection source to sandflies, and show higher amounts of parasites in the skin
than humans, hence they are considered the reservoirs for human visceral leishmaniasis
(HVL). CVL prevalence arranges between 1% and 40% at endemic areas. Some studies show
that an increase of HVL cases coincides to an increase in serological prevalence of canine
population in the same area, and that the canine infection prevails under human infection. For
all reasons, one of attitudes recommended by the Health Ministry (HM) to HVL control is the
elimination of CVL seropositive dogs. The diagnosis method recommended by HM is
serological  test, as indirect  immunofluorescence  reaction (IFAT) and
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). Both methods use crudes antigens from
Leishmania spp., which show differences in sensibility and specificity, what can cause false
positive and false negative results and may lead to the needless of animals euthanasia. Recent
research try to find a specific method to CVL diagnosis using recombinant and purified
antigens from Leishmania spp., providing more sensitivity to the test and did not produce
cross-reactions with antigens of other diseases. Subcellular fractions from Leishmania, such
as enriched fractions with membrane (MF), flagella (FF) and microsomal (MicF), obtained by
subcellular fractionation methodology, have shown a high immunogenicity in murine model.
FF and MicF when used in association with immunomodulators were capable to protect mice
against L. (L) amazonensis. The present work aimed to investigate the antigenicity of
subcellular fractions of L. (L.) amazonensis in CVL diagnosis by ELISA. Initially, was
standardized the ideal conditions to use these fractions in ELISA. Serum from dogs
parasitologically positive and negative to CVL were used to evaluate the sensitivity and
specificity through ROC curve. The sensitivity of MF, FF and MicF were 95.5%, 89.8% and
93.2%, and the specificity 98.1%, 88.7% and 94.3%, respectively. All results were compared
with those obtained using ELISA manufactured by Biomanguinhos, which use crude antigens
of Leishmania spp, wich showed 89.9% sensitivity and 92.5% of specificity as results.
Among these three fractions, MF had the biggest area on ROC curve, followed by MicF, and
there was not significative difference between them. MF and MicF were the subcellular
fractions from L. (L.) amazonensis that showed the best results in the antigenicity evaluation,
and they may be used in CVL diagnosis by ELISA.

Key words: Antigenicity, Subcellular fractions, Leishmania (L.) amazonensis, diagnosis,
ELISA, canine visceral leishmaniasis.
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1.1. Consideracoes gerais

As leishmanioses sdo importantes doengas parasitirias causadas por espécies de
protozodarios do género Leishmania (Ross, 1903). A transmissdo ¢é feita por insetos vetores
hematdéfagos da familia Psychodidae. Estes protozodrios afetam animais silvestres e
domésticos, e o homem. Segundo Ashford (2000), as principais formas clinicas da
leishmaniose em humanos sdo: cutinea, mucocutinea, cutinea-difusa e dérmica pds-calazar,
todas com comprometimento de pele ou mucosas; e a leishmaniose visceral (LV), com
comprometimento de visceras. As diferentes manifestacdes clinicas das leishmanioses
dependem de vérios fatores tais como a espécie de Leishmania envolvida, sua viruléncia e
aspectos relacionados a condicdo nutricional e imunolégica do hospedeiro (Turk & Belehu,
1974). A distribui¢do geografica das leishmanioses é ampla afetando cerca de 12 milhdes de
pessoas em 88 paises, onde mais de 350 milhdes de individuos vivem expostos ao risco de
infeccdo (WHO, 2007). Consideradas como doencas negligenciadas, as leishmanioses
apresentam-se como grave problema de saidde publica. No Brasil, somente no ano de 2005
foram notificados mais de 26 mil casos de leishmaniose tegumentar americana (LTA) e 3.381
casos de LV (DATASUS, 2008).

O género Leishmania compreende espécies de parasitos heteroxénicos que apresentam
duas formas evolutivas principais: a forma amastigota, arredondada, sem flagelo aparente,
parasitando principalmente as células do sistema fagocitico mononuclear (SFM) dos
hospedeiros vertebrados; e a forma promastigota, fusiforme, extracelular com flagelo livre,
encontrada no tubo digestério dos hospedeiros invertebrados. Ambas as formas podem ser
cultivadas em meios de cultura ax€nicos. Este género, segundo proposta de Levine et al.

(1980), ocupa a seguinte posicao sistemaética:

Reino Protista (Haeckel, 1866)
Sub-Reino Protozoa (Goldfuss, 1817)
Filo Sarcomastigophora (Honigberg & Balamuth, 1963)
Sub-Filo Mastigophora (Deising, 1866)
Classe Zoomastigophorea (Calkins, 1909)
Ordem Kinetoplastida (Honigberg, 1963)
Sub-ordem Trypanosomatina (Kent, 1880)
Familia Trypanosomatidae (Doflein, 1901)
Género: Leishmania (Ross, 1903)

Almeida, CC




Introdugéo

A diferenga de comportamento dos parasitos no trato digestdrio dos insetos vetores foi
um dos aspectos que permitiu a divisdo do gé€nero Leishmania em dois subgéneros: o
subgénero Leishmania, no qual o parasito tem desenvolvimento restrito a por¢do anterior e
média do intestino do vetor e subgénero Viannia, englobando as espécies com
desenvolvimento desde o intestino posterior até a por¢do anterior (Lainson & Shaw, 1987).
Nestes dois subgéneros encontram-se agrupadas as diversas espécies de Leishmania que
parasitam o homem e outros animais, causando diferentes manifestagdes clinicas, podendo
variar de um p6lo benigno para um pdlo maligno, o que caracteriza a leishmaniose como uma

doenca espectral (Turk & Belehu, 1974).

> Subgénero Viannia (Distribuicao limitada a Regido Neotropical):
L. (V.) braziliensis (Vianna, 1911 emend. Matta, 1916)

L. (V.) guyanensis (Floch, 1954).

L. (V.) panamensis (Lainson & Shaw, 1972)

L. (V.) peruviana (Velez, 1913)

L. (V.) lainsoni (Silveira et al., 1987)

L. (V.) naiffi (Lainson & Shaw, 1989)

L. (V.) shawi (Lainson et al., 1989)

L. (V.) colombiensis (Kreutzer et al., 1991)

L. (V.) lindenbergi (Silveira et al. 2002)

AN N N N N SR VIR NN

> Subgénero Leishmania (Distribuicio nos continentes europeu, asidtico,

americano e africano):
v' L. (L.) mexicana (Biagi, 1953 emend. Garnham, 1962)

L. (L.) amazonensis (Lainson & Shaw, 1977)
L. (L.) chagasi (Cunha & Chagas, 1937 (sinonimia L.(L.) infantum)
L. (L.) enriettii (Muniz & Medina, 1948)
L. (L.) pifanoi (Medina & Romero, 1959)
L. (L.) hertigi (Herrer, 1971)
L. (L.) deanei (Lainson & Shaw, 1979)
L. (L.) aristidesi (Lainson & Shaw, 1979 emend. Lainson & Shaw 1987)
L. (L.) venezuelensis (Bonfante-Garrido, 1980)

AR N N N N R

Os principais vetores das leishmanioses estdo incluidos em dois géneros: Phlebotomus

no Velho Mundo e Lutzomyia no Novo Mundo. Estes dipteros pertencem a familia

3
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Psychodidae, subfamilia Phlebotominae, chamados genericamente de flebotomineos e sdo
conhecidos vulgarmente no Brasil como “cangalha”, “cangalhinga”, “orelha-de-veado”, “asa
dura”, “mosquito-palha”, “birigui”, e “tatuira”, dependendo da regido do pais. Estes vetores
sdo fundamentais para a manutencdo do ciclo da doenca, uma vez que veiculam as formas
infectantes do parasito de animais infectados para animais suscetiveis ou para o homem.
Apenas as fémeas sdo hematdfagas, com ciclos de atividade crepuscular e pds-crepuscular,
abrigando-se durante o dia em lugares umidos e escuros (Killick-Kendrick, 1990a). Cerca de
30 espécies de flebotomineos estdo implicadas na transmissio da doenca (Shaw, 1994;
Desjeux et al., 1996; Ashford, 1997). Cada espécie de Leishmania esta adaptada a um niimero
restrito de vetores e reservatdrios, o que determina caracteristicas proprias para o ciclo de
transmissdo de cada uma delas (Lainson et al., 1994). Existem condi¢des epidemioldgicas
basicas para o desenvolvimento do ciclo silvestre e do ciclo domiciliar ou peridomiciliar. No
primeiro caso, estdo envolvidos reservatdrios e flebotomineos silvestres (Deane & Deane,
1954b), e a transmissdo ao homem ocorre na floresta ou em sua proximidade, em atividades
como desmatamento, treinamento militar, extrativismo, caca ou pesca (Nery-Guimaraes,
1955). No segundo caso, devido a derrubada das matas originais para a colonizacdo humana e
ao processo desestruturado de urbanizacgdo, algumas espécies de flebotomineos acabam se
adaptando ao habitat doméstico, havendo o envolvimento de reservatérios domésticos como
caes e gatos. (Passos et al., 1996; Pennisi, 2002; Cortada et al., 2004; Silva et al., 2008).
Neste caso, a transmiss@o pode ocorrer em todo ambiente peridomiciliar e até mesmo dentro
das residéncias, sendo esta a principal situacdo epidemioldgica observada nas regides Sudeste
e Nordeste do Brasil (Marzochi, 1992).

O ciclo bioldgico do parasito tem inicio quando, ao picar o hospedeiro infectado, o
flebotomineo ingere as formas amastigotas contidas no interior das células parasitadas. No
inseto, estas formas transformam-se em promastigotas que se multiplicam rdpida e
intensamente por divisdo bindria e passam por uma série de mudancas morfoldgicas e
fisiologicas aderindo-se ao tubo digestério do inseto. Em seguida, as formas promastigotas
perdem a aderéncia e migram para a por¢do anterior do tubo digestério onde ocorre a
metaciclogénese, a diferenciacdo em formas promastigotas metaciclicas infectantes. Na regido
do esdfago, faringe e valvula estomodeal, ocorre uma intensa multiplicacdo destas formas,
provocando uma obstru¢do mecanica devido a grande quantidade de parasitos. Isto dificulta a
ingestdo de sangue pelo inseto, fazendo com que em um préximo repasto sanguineo ocorra a
regurgitacdo de sangue com formas infectantes no local da picada, infectando o novo
hospedeiro (Lainson & Shaw, 1978; Killick-Kendrick, 1990b). A seguir, os parasitos sdo

interiorizados, principalmente por células do SFM, e dentro dos vacuolos parasitéforos de

4
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natureza fagolisossomal destas células, diferenciam-se em formas amastigotas, se multiplicam
até romperem as células e s@o disseminados através do sistema linfitico e sanguineo

infectando outras células de mesma natureza (Chang et al., 1986).

1.2. Breve histérico

A primeira observacdo de um parasito que mais tarde veio a ser denominado de
Leishmania foi feita por Cunningham, na India em 1885, em pacientes com calazar (kala-
azar, do hindi kala: negro e do persa azar: doenga), tendo esta denominacdo devido ao
aspecto escurecido da pele. Posteriormente, o cientista russo Borovsky descreveu com
detalhes este protozodrio em casos de lesdes cutaneas sem, entretanto, lhe dar nome. O
parasito foi a seguir descrito por Leishman em 1903, que observou a semelhanca que
apresentavam com as formas arredondadas encontradas em infec¢des por Trypanosoma.
Ainda em 1903, Donovan observou os mesmos parasitos em pacientes que apresentavam a
doenca conhecida como febre Dum-Dum ou calazar. Laveran e Mesnil, ao estudarem os
preparados de Donovan, deram o nome ao parasito de Piroplasma donovani. Ross, ainda em
1903, ao estudar o material em questdo, observou claramente que o organismo nio era um
esporozodrio e criou o género Leishmania. Assim, o nome correto para o parasito causador do
calazar ficou sendo Leishmania donovani (Ross, 1903). Wright recebeu um paciente oriundo
da Siria apresentando o chamado botdo do oriente, de quem isolou um protozodrio que deu o
nome de Helcosoma tropicum. Este protozodrio foi posteriormente incluido no género
Leishmania e assim os parasitos isolados de lesdes de botdo do oriente ficaram com a
denominacdo Leishmania tropica (Wright, 1903). Cinco anos mais tarde Nicolle, estudando o
calazar do Mediterraneo, descobriu uma nova espécie de Leishmania que ficou denominada
de Leishmania infatum (Nicolle, 1908).

As primeiras observagdes de casos provenientes do Novo Mundo foram feitas por
Cerqueira, em 1855, que descreveu lesdes de pele, o qual denominou de botio de biskra, em
casos clinicos de italianos que retornaram ao pais depois de residirem algum tempo no Brasil
(Pessoa, 1982). Em 1908 muitos pacientes foram atendidos na Santa Casa de Sdo Paulo com
lesdes de pele que foram denominadas ulcera de Bauru, feridas bravas, ulceras da noroeste,
etc., sem que os médicos pudessem determinar o agente etioldgico das lesdes. Ja em 1909,
Adolfo Lindenberg notificou que os pacientes de Sdo Paulo apresentavam o mesmo parasito
descrito como agente etiolégico do botdo do oriente, o que foi confirmado a seguir por Carini
e Paranhos (Silveira et al., 1997). No Peru, foram também identificados os parasitos da
espundia, doenga caracterizada por ulceragdes progressivas das mucosas (Martinez, 1969).

Ainda em 1911, Gaspar Vianna considerou o agente da leishmaniose cutanea do Novo Mundo
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bastante diferente da L. tropica, propondo o nome L. braziliensis (Pessda, 1982). Esta
observacdo de Gaspar Vianna levantou uma discussdo bastante pertinente, pois na época ainda
ndo sabiam se a leishmaniose tegumentar ou cutanea mucosa era autoctone do continente
americano. Porém, pode-se admitir que realmente seja autoctone pela correlacdo entre os
trabalhos de ceramistas indios pré-colombianos do Peru e Equador, datadas de 400-900 a.C.
Estas cerAmicas, chamadas de huacos, demonstram mutilagdes similares as causadas pela
forma mucosa e mucocutinea da doenca e alguns estados patoldgicos descritos no continente
(Ledn e Ledn, 1976). Além disso, historiadores espanhdis, ja na época do “descobrimento”,
escreveram sobre as lesdes faciais que facilmente acometiam os amerindios locais. Tamoyo,
em 1908, relacionou as lesdes dos huacos peruanos com a moléstia conhecida na América
como “uta”, confirmando a existéncia da leishmaniose tegumentar entre os habitantes da
América pré-colombiana (Pessoa, 1982).

A forma visceral das leishmanioses se confundia no passado com outras doengas
endémicas e de apresentacdo clinica semelhante, como a maldria. Segundo alguns autores, o
primeiro caso humano de LV autéctone das Américas foi descrito em 1913, por Migone, ao
examinar um paciente febril que havia retornado ao Paraguai apds trabalhar na construgéo da
estrada de ferro Sao Paulo-Corumbd no Brasil (Lainson & Shaw, 1992). Além de o paciente
apresentar sintomas semelhantes aos do calazar, o autor relatou a presenca de “corptsculos”
no sangue deste paciente, os quais ele estava convencido ser um protozodrio do género
Leishmania. Por outro lado, Mazza e Cornejo em 1926 observaram formas do parasito ao
examinar o material de puncdo de uma crianga com hepatoesplenomegalia. Segundo os
autores, este seria o primeiro caso autdctone de leishmaniose visceral no Novo Mundo
(Mazza & Cornejo, 1926). A seguir, em 1932, Mazza encontrou mais dois casos de calazar,
um em Salta e outro em Jujuy. Estes achados foram confirmados em 1937 pela Comissao
Brasileira para o estudo de leishmaniose visceral (Iglesias, 1990). Além disso, os achados de
formas amastigotas em fragmentos de figados de 41 casos no Pard e de varios Estados do
Nordeste do Brasil, obtidos por meio de viscerotomias para a febre amarela feito por Penna
em 1934, forneceram os primeiros dados sobre a importancia e distribui¢do geografica da
LVA. Somente em 1936 foi descrito o primeiro caso de LV em um individuo vivo residente
no Brasil. Evandro Chagas, investigando a doenca em Sergipe, diagnosticou a doenga e
caracterizou um foco de calazar na regido (Chagas, 1936). As amostras de leishmanias
isoladas no Brasil ndo se reproduziram experimentalmente, o que levou dois pesquisadores
brasileiros a concluirem que se tratava de uma nova espécie, sendo entéo classificada como L.
chagasi (Cunha & Chagas, 1937). Em experimentos posteriores, entretanto, Cunha (1938)

obteve sucesso ao infectar hamsters, macacos e cdes, com a mesma amostra de parasito,
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concluindo que as falhas anteriores foram devidas a inoculagido de parasitos ndo vidveis.
Cunha, em 1942, ampliou seus estudos de sorologia e sugeriu que os testes de
absorcao/aglutinacdo mostravam que o agente causador da LVA era idéntico a L. infantum da
regido Mediterrdnea. Embora Wenyon (1946) questionasse o valor destes testes, a opinido de
Cunha j4 havia encontrado o suporte de Senekjie (1944), que sinonimizara L. chagasi com L.
donovani, baseando-se nos caracteres bioquimicos dos dois organismos. Diferencas de
opinido existem até hoje sobre a identidade da espécie de leishménia responsavel pela LVA.
Segundo alguns autores, existem duas hipéteses sobre a origem da LVA (Lainson &
Shaw,1992). A primeira sugere que a L. chagasi seja autdctone das Américas, onde era,
primeiramente, um parasito de canideos selvagens e nos tempos pré-colombianos comegou a
infectar homens e cdes domésticos. A segunda hipdtese considera que a LVA seja causada
pela L. infantum, que teria sido introduzida na América Latina nos tempos pds-colombianos
pelos imigrantes europeus e/ou por seus cdes (Killick-Kendrick, 1985), o que faz com que
muitos autores considerem a L. infantum e a L. chagasi uma tnica espécie (Killick-Kendrick
et al., 1980; Grimaldi et al., 1987; Rioux et al., 1990). Baseados em andlises genéticas
multifatoriais, alguns autores sugerem que L. infantum e L. donovani s@o as Unicas espécies
que pertencem ao complexo L. donovani, sendo assim, a L. chagasi € considerada a mesma

espécie de L. infantum (Lukes et al., 2007).

1.3. Leishmaniose visceral americana

A leishmaniose visceral humana (LVH) é causada principalmente por trés espécies de
leishmanias, que estdo incluidas no complexo donovani: L. donovani, L. infantum e L.
chagasi. Segundo Hommel (1978), a LV pode ser classificada em cinco tipos segundo seu
perfil clinico-epidemioldgico: 1) tipo indiano: doenga de perfil antropondtico causado pela L.
donovani e transmitida pelo Phlebotomus argentipes. A doenga é caracterizada por surtos
freqiientes e por alta taxa de mortalidade, acometendo adultos e criancas. Esta forma de LV
ocorre na India, Afeganistio, Iraque, Ird, Jorddnia, Israel, Ardbia Saudita, Siria ¢ Bengala; 2)
tipo africano: também uma antroponose semelhante ao tipo indiano, causado pela L. donovani
e pela L. infantum, e transmitida pelas espécies Phlebotomus orientalis, Phlebotomus martini
e Phlebotomus celiae. Esta forma ocorre enzooticamente em partes subhabitadas do sudeste
do Sudao, nordeste do Quénia, sudeste da Etiopia e Somalia; 3) tipo Chinés: caracterizado por
ser uma zooantroponose rural na qual a L. infantum circula entre cées (Canis familiaris),
procionideos e o homem. E transmitida por Phlebotomus chinensis, Phlebotomus longiductus
e Phlebotomus major wui e ocorre na parte sul da China e no nordeste do pais, onde o cdo é

descrito como sendo o principal reservatério da doenga; 4) tipo Mediterraneo: uma
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zooantroponose que acomete principalmente o cdo e criangas abaixo de cinco anos. A espécie
envolvida é L. infantum, e é transmitida por varias espécies de flebotomineos, sendo o P.
perniciosus o principal vetor. Esta forma da doenca estd presente no litoral Mediterraneo e
nos paises dos Balcds; oeste asidtico, do norte da Russia ao sul da peninsula Arabe e o oeste
da China; 5) tipo americano (LVA): zoonose cuja espécie responsavel é a L (L.). chagasi e o
vetor principal é Lutzomyia longipalpis. O cdo € o reservatorio doméstico principal da doenga.
A LVA estd presente em 12 paises da América Latina e 90% dos casos ocorrem no Brasil.

As manifestacdes clinicas da LVH podem variar de discretos, na forma inaparente ou
assintomdtica da doenca, até sintomas mais graves, levando ao 6bito quando ndo tratado. A
sintomatologia dependerd da carga parasitaria, da resposta imunolédgica do hospedeiro e do
processo inflamatdrio subjacente. Na maioria dos casos, o periodo inicial da doenga pode ser
caracterizado por febre, palidez cutineo-mucosa e hepatoesplenomegalia. Podem ocorrer
também, numa forma mais grave, emagrecimento progressivo, edema dos membros
inferiores, ictericia, hemorragias e comprometimento do estado geral. O periodo de incubacio
da doenca no homem varia entre 10 dias e 24 meses (SVS, 2006).

O tratamento da LVH geralmente é feito com antimoniais pentavalentes, seguido de
acompanhamento clinico devido a toxicidade do tratamento. Pessoas com cardiopatias,
nefropatias, hepatopatias e doenca de Chagas ndo podem se submeter ao tratamento (SVS,
2006).

O diagnostico laboratorial da LVH € frequentemente baseado em métodos sorolégicos,
como a aglutinacdo direta (DAT), reacdes de imunofluorescéncia indireta (RIFI) ou
imunoenzimatico (ELISA) (Santarém er al., 2005); na identificacdo do parasito em aspirados
de baco, medula 6ssea e linfonodo; e em métodos moleculares, como reacdo em cadeia de
polimerase (PCR). Cada uma dessas técnicas possui vantagens e desvantagens relacionadas ao
custo, a elaboragdo do antigeno, as reacdes cruzadas, a especificidade e sensibilidade.
Devemos levar em consideragdo as condi¢des locais de disponibilidade de equipamentos e de
pessoal técnico especializado, o que influencia positiva ou negativamente na aplicacdo de um
determinado método diagndstico.

O diagnostico diferencial inclui doengas como paracoccidioidomicose, doenca de
Chagas e esquistossomose. O controle da doenga estd voltado para medidas profilaticas como
protecdo individual, como o uso de repelentes e mosquiteiros; controle do vetor e controle da
populacdo canina através de inquéritos soroldgicos e eutandsia em cdes sorologicamente
positivos (SVS, 2006).

Originalmente a LV no Novo Mundo era restrita aos ambientes silvestres. Com os

trabalhos de Deane e Deane, ficou bem estabelecida a ocorréncia da LV também em zonas
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rurais e urbanas. Estes estudos foram realizados no Estado do Ceara (Deane et al., 1954a),
onde a distribui¢do do vetor Lu. longipalpis coincidia quantitativamente com a incidéncia da
doenca humana que ocorria principalmente nos boqueirdes e grotdes. A partir da década de
80, houve uma transformacao notéria na distribui¢do da L'V no Brasil, o que alterou seu perfil
epidemioldgico, ou seja, a doenca que era tipica da area rural e endémica no Nordeste passou
a ocorrer também na periferia de grandes centros urbanos (Gontijo e Melo, 2004).
Recentemente vem ocorrendo uma crescente urbanizacdo da doenca atingindo cidades em
Campo Grande, MS, e Belo Horizonte, MG (Silva et al., 2001, Antonialli et al., 2007).
Fatores como alteracdes ecoldgicas e climdticas, destruicdo de florestas primdrias para
construcdo de rodovias e gasodutos, como o caso da constru¢do do gasoduto Brasil-Bolivia e
o rapido crescimento e migracdo populacional, sdo provaveis hipéteses que contribuem
significativamente para o aumento da populagcdo de vetores e reservatérios do parasito em
dreas ndo endémicas (Souza et al., 2008). Um exemplo tipico da urbaniza¢ido da doenca vem
ocorrendo em Mato Grosso do Sul, onde dados de um inquérito sorolégico na populacio
canina de Corumba realizado em 1988 revelou uma incidéncia de 8,7% dentre 481 animais
examinados, contrastando com outro estudo realizado em 1998, onde a incidéncia foi de 24%
nos municipios de Corumba e Ladario (Nunes et al., 1988; Santos et al., 1998). Nos ultimos
anos, assinala-se a expansdo da LVH para outros municipios do Estado: Dois Irmaos de
Buriti, Bodoquena, Miranda, Aquidauana, entre outros. Um dos fatos que vem chamando
atencdo dos gestores de saiide do Estado é a alta letalidade da doenca. Em 2001, foram
notificados 370 casos de LV com 17 ébitos (FUNASA/MS, 2001). Recentemente, dados da
Secretaria de Estado de Satdde (SES) revelam que o nimero de casos confirmados da doenga
oscilou entre 251 e 269 nos anos de 2004 a 2008, com 25 ébitos apenas em 2008 (CONASS,
2009).

Além da notdvel urbanizagdo, a doenga se nacionalizou se espalhando em 19 das 27
unidades federativas, dentre eles Rio de Janeiro (RJ), Corumba (MS), Belo Horizonte (MG),
Aracatuba (SP), Palmas (TO), Trés Lagoas (MS), Campo Grande (MS) (SVS, 2006).
Recentemente foram confirmados dois casos de LVH em Sao Borja (RS), fato preocupante
para a Sadde Publica ja que a regido sul do pais ndo se constituia uma regido endémica para
LV (www.ioc.fiocruz.br). A epidemiologia da LV nas regides endémicas merece estudos mais
aprofundados ndo sé devido ao pouco conhecimento da carga de infecc¢io geral na populacio,
mas pelo fato de se estimar o nimero de pessoas expostas ao risco de infec¢do durante um
surto epidémico da parasitose (Werneck et al., 2002). Nas diferentes regides endémicas, o
nimero de formas assintomdticas de LV ¢é mais elevado que as formas consideradas

sintomadticas por diferentes padrdes clinicos. Varios fatores favorecem a ocorréncia de formas
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clinicas bem definidas ou permitem a reativacdo de formas latentes. Um desses fatores € a
imunossupressdo adquirida, como a subnutricdo ou infec¢des diversas principalmente as
causadas pelo Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV), que aumentam os riscos de
infecgcdes graves (Desjeux & Alvar, 2003). Estudos realizados na Espanha mostraram que a
incidéncia da LV € 418 vezes maior entre pacientes infectados com HIV quando comparamos
com pessoas HIV negativas (Pintado et al., 2001). O nimero de casos de LV em individuos
imunocomprometidos, principalmente pacientes com HIV, tem sido relatado em 35 paises,
sendo que a maioria dos casos notificados estd concentrada em quatro paises: Franca, Itélia,
Portugal e Espanha (Desjeux et al., 1996). Nestes paises, a LV comporta-se como uma
enfermidade oportunista em pacientes com infec¢do avancada pelo HIV. Na Espanha, quase
50% de todos os casos de LV em adultos estdo associados ao HIV, fazendo dessa doenca a
terceira mais comum infec¢do oportunista neste pais (Alvar et al., 1992). Nestas regides,
sugere-se que a LV deva ser incluida como indicadora de HIV, a semelhanca com o que ja se
preconiza com relagdo as conhecidas doencas oportunisticas HIV-associadas (Montalban et
al., 1989; Montalban et al., 1990; Peters et al., 1990; Ramos et al., 1994). A coinfeccio
Leishmania/HIV estd aumentando consideravelmente na Africa e na India (Albrecht, 1998).
No Brasil, a sobreposicdo LV/HIV tem sido pouco relatada, porém a alta incidéncia e ampla
distribuicdo da LV nas dreas endémicas podem caracterizd-la como uma infeccio oportunista
nos pacientes com HIV (Rabello ef al., 2003; Alves e Bevilacqua, 2004). Os portadores dessa
associacdo geralmente apresentam um quadro clinico cldssico de LV. Porém, outras
manifestagdes adicionais, que fogem ao padrdo cldssico, podem ocorrer (Montalban et al.,
1989; Peters et al.. 1990).

O maior periodo de transmissdo da LV estd relacionado as estagdes de chuva nas
épocas de altas temperaturas e alta umidade relativa do ar, periodo onde o vetor da doenga
encontra condicdes Otimas para sua reproducdo (Galati et al. 1997; Rebélo et al., 2001).
Embora Lu. longipalpis seja o principal vetor da LVA no Brasil, outras espécies t€m sido
incriminadas em focos isolados da doenga. Na regido Centro-Oeste do Brasil, tem se dado
muita atencdo a espécie Lutzomyia cruzi (dos Santos et al., 1998). Em Mato Grosso do Sul,
esta espécie estaria envolvida com a transmissdo da doenca na regido de Corumbd até a
fronteira com a Bolivia (de Oliveira et al., 2003). A transmissdo da LV por transplante de
orgaos, transfusdo de sangue e contaminacdo por seringas pode estar contribuindo também
para a expansao da incidéncia desta doenga (Portolés et al., 1994; Moroni & Bossi, 1995).

Em relagdo aos reservatérios da LVH no Brasil, duas espécies de raposas foram
encontradas naturalmente infectadas pela L.(L.) chagasi e a infeccdo também foi reproduzida

experimentalmente. A primeira, Dusicyon vetulus, no nordeste do Brasil (Deane e Deane,
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1954a) e a outra, Cerdocyon thous, na regido amazonica (Lainson et al., 1969a; Silveira et al.,
1982), em Mato Grosso do Sul (Melo et al., 1988) e em Minas Gerais (Silva et al., 2000). O
Didelphis albiventris foi o primeiro mamifero ndo canideo encontrado naturalmente infectado
por L.(L.) chagasi no Continente Americano (Sherlock et al. 1984; 1988). Logo apds esse
relato, diversos exemplares de uma espécie muito proxima, o Didelphis marsupialis, foram
encontrados parasitados com a mesma leishmania em focos endémicos da Coldmbia
(Corredor et al., 1989). Esse marsupial apresenta uma infec¢do inaparente, indicando,
segundo Sherlock e colaboradores, uma evoluida associacdo parasito/hospedeiro, o que
poderia conferir ao animal um papel de reservatério primdrio da LVA. Por outro lado, ndo se
poderia eliminar a hipétese de que o marsupial, em suas incursdes ao ambiente doméstico,
tenha se infectado com a mesma leishménia que ali infectava o homem e o cdo americano
(Sherlock et al. 1984; 1988). A raposa Lycalopes ventulus naturalmente parasitada por L. (L.)
chagasi foi capaz de infectar fleb6tomos em trabalhos experimentais (Deane e Deane, 1954
b). Por possuirem hdébitos sinantrépicos, estes animais podem ser responsaveis pela ligacdo
entre o ciclo silvestre e doméstico. J4 no ciclo rural e urbano da LV, os principais
reservatorios pertencem a familia Canidae, onde o cdo doméstico é considerado um
importante reservatorio devido ao intenso parasitismo cutineo e ao crescente nimero de casos
de leishmaniose visceral canina (LVC) (Deane e Deane, 1954a; Deane e Deane, 1954b; Silva
et al., 2001; Cortada et al., 2004b). E importante ressaltar que na India ndo tem sido
encontrado animal reservatério da LVH. O ciclo da doenga neste pais € antropofilico, onde o
unico hospedeiro encontrado infectado por L.(L.) donovani é o homem, sem a participagdo de
animais (Palatnik-de-Sousa et al., 2001). Outro animal doméstico com possivel papel de
reservatério em alguns focos de LV no Brasil € o gato (Felis catus). Apesar de alguns autores
ndo encontrarem formas amastigotas do parasito em gatos de dreas endémicas no Nordeste
(Deane, 1956; Alencar, 1974), foi observado uma prevaléncia de soropositividade nestes
animais em algumas 4reas endémicas por outros autores (Savani et al., 2004; da Silva et al.,

2008).

1.4. Leishmaniose visceral canina

Do ponto de vista epidemioldgico e de satde publica, a LVC torna-se mais importante
que a LVH, porque além de ser mais prevalente, apresenta um grande contingente de animais
infectados com parasitismo cutdneo, que servem como fonte de infeccdo para os insetos
vetores (Nieto et al., 1996, Cortada et al., 2004). Os cdes parecem estar envolvidos no ciclo
da transmissdo da LV desde os primeiros relatos do século passado (Nicolle & Comte 1908).

Eles representam fonte de infeccdo para os vetores, além de apresentarem maior quantidade
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de parasitos na pele que o homem. Isto favorece a infeccdo de vetores e contribui para a
transmissdo da infec¢do para o homem, principalmente levando-se em consideracdo a intima
relacdo homem-céo (Santa Rosa e Oliveira, 1997). A prevaléncia da LVC varia de 1% a 40%
nas dreas endémicas (Ashford et al., 1998; Paranhos-Silva et al., 1996, Courteney et al.,
2002). A doencga € em geral sistémica e cronica, no entanto uma evolugio aguda e grave pode
levar o animal ao ébito em poucas semanas. Por outro lado, pode permanecer latente, levando
a cura espontanea (SVS, 2006). O periodo de incubagdo € de 3 a 7 meses. Os sinais clinicos
mais caracteristicos de LVC sdo: linfadenopatia, principalmente dos linfonodos popliteos e
cervicais; lesdes cutaneas como descamacio, eczema e pequenas Ulceras no focinho e orelhas;
e onicogrifose. Os animais podem apresentar sinais clinicos inespecificos como
emagrecimento, apatia, febre irregular, coriza, ceratoconjuntivite, edema, diarréia,
hepatoesplenomegalia e até hemorragia intestinal (Albuquerque et al., 2007), além de lesdes
musculares, cardiovasculares, digestivas e nervosas (Blavier et al., 2001).

E possivel classificar os cdes em assintomaticos, oligossintomaticos e sintomaticos
(Mancianti, 1998). Os caes assintomdticos podem viver anos sem manifestar qualquer
sintomatologia caracteristica da doenga, com baixos niveis de anticorpos anti-Leishmania e
alto nivel de parasitismo tissular dependendo da area endémica de origem (Cortada et al.,
2004). Por este motivo, os animais assintomadticos representam grande problema de saude
publica, pois a deteccdo de anticorpos por técnicas soroldgicas pode ser dificil,
impossibilitando a ado¢@o de medidas de controle eficazes. Os sintomaticos sdo aqueles que
apresentam mais de trés sinais clinicos caracteristicos da doenga, como por exemplo,
alteracdes cutaneas (alopecia e ulceras), onicogrifose, além de terem altos titulos de
anticorpos anti-Leishmania. Os oligossintométicos apresentam até trés sinais clinicos, como
adenopatia linféide, perda de peso e pelame opaco. O diagndstico clinico da doenga é
complicado devido a grande porcentagem de animais assintomdticos e oligosintomaticos, e
também ao fato de outras doencas infecciosas apresentarem sinais clinicos semelhantes aos da
LVC (SVS, 2006).

A sintomatologia da LVC tem sido associada com alteracdes imunoldgicas
envolvendo linfécitos T, que incluem a auséncia de hipersensibilidade do tipo tardia,
diminuicdo do numero de linfécitos T no sangue periférico e a producdo policlonal de
anticorpos anti-Leishmania ndo imunoprotetores (IgG). As subclasses de IgG tém sido
utilizadas como indicadores da evolucdo da doenca (Deplazes et al., 1995). Os niveis séricos
de IgG1 parecem estar associados com mecanismos imunoprotetores da infec¢do canina, uma
vez que estdo frequentemente mais elevados em caes assintomaticos. Por outro lado, os niveis

séricos de Ig(G2 parecem estar associados a mecanismos imunopatolégicos na LVC, com a
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observacdo mais freqiiente de titulos elevados nas formas mais graves da infeccdo (Reis et al.,
2006). Também foi observada forte relacdo entre o aumento dos niveis de IgG1 e IgG2 em
cées sintomaticos (Almeida et al., 2005). Entretanto, a hipétese de que os niveis de producio
de IgG1 e IgG2 estejam associados a susceptibilidade e resisténcia da LVC ainda ndo foi
confirmada (Quinnell er al., 2003). A producdo policlonal de anticorpos inclui também a
classe IgE, que pode estar fortemente associada ao desenvolvimento da patologia, sendo
detectado principalmente nos animais sintomaticos (Almeida et al., 2005). As manifestacdes
clinicas da LVC sao bem diversas, mas em todas elas parece haver um acimulo inicial de
células fagociticas mononucleares nos tecidos invadidos, o que promove a hiperplasia das
células do reticulo endotelial dos 6rgdos envolvidos (Malla & Mahajan, 2006). A patologia da
LVC ¢ influenciada pela supressdo especifica da imunidade mediada por células, provocando
a disseminag¢do e multiplicacdo descontrolada dos parasitos, apesar dos altos niveis de
anticorpos circulantes. A hipergamaglobulinemia causada pela elevada atividade das células B
parece promover mais danos que protecdo ao hospedeiro, onde auto-anticorpos podem estar
associados ao desenvolvimento de processos patolégicos com a deposi¢do dos
imunocomplexos em varios 6rgdos e tecidos. (Ferrer et al., 1995). Muitas vezes a infecgio
independe da extensdo dos sintomas nos cdes, ou seja, o cdo sendo assintomatico,
oligossintomédtico ou sintomdtico, o vetor consegue se infectar com éxito (Molina et al.,
1994).

A correlagdo entre LVH e LVC apresenta controvérsias. Alguns autores ndo
encontraram uma correlacdo direta entre a incidéncia da LVH e LVC em areas endémicas
(Courtenay et al., 2002; Ribeiro, 2007). Por outro lado, foi observado que a ocorréncia de
surtos caninos tem precedido a ocorréncia de casos humanos, além de constatacdo de que a
infeccdo em cées tem sido mais prevalente que no homem (Alencar et al., 1987; Antonialli et
al., 2007). Portanto, héd necessidade de mais estudos relacionados ao papel destes animais na
manutengdo da transmissdo da LV. Por estes motivos, uma das medidas preconizadas pelo
Ministério da Satide para o controle da LVA € a eliminacdo dos cdes soropositivos. Outras
medidas sdo baseadas no diagndstico e tratamento precoce dos casos humanos, na redugéo da
densidade populacional do vetor, no uso em cées de coleiras com inseticidas e atividades de
educacdo em satde.

O tratamento utilizado com eficicia em humanos acometidos pela LVA ndo é
recomendado para cées, pois além de induzir uma aparente remissdo dos sinais clinicos, ndo
previne recidiva e parece ter efeito limitado na infectividade de vetores, podendo levar o risco
de selecionar parasitos resistentes em relagdo as drogas utilizadas no tratamento de humanos

(SVS, 2006). Por isso o tratamento canino no Brasil é proibido devido ao risco que esta
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conduta acarreta para a saide humana (http://bvsms.saude.gov.br/bvs/saudelegis/gm/2008/

pril426 11 07 2008.html).

A eutandsia dos cées soropositivos, como preconizada pelo Ministério da Satide, causa
discordancia por parte dos proprietarios. Muitos mantém o animal infectado vivo ou entio o
substitui por outro que provavelmente serd infectado no mesmo local. Além disso, a eutandsia
dos caes pode ser um método controverso, pois para alguns autores o cdo doméstico parece
ndo ser tdo importante para a infec¢do em humanos. Isto faz com que o controle vetorial seja
indicado como método mais efetivo na profilaxia da doenca (Costa e Vieira, 2001).

Os testes soroldgicos podem ser falso-positivos, ou seja, os animais podem estar
acometidos por outra doenca que cause reagdo cruzada com leishmaniose, ja que muitas vezes
o técnico profissional desconhece a drea da patologia veterindria, podendo levar & eliminacao
equivocada destes animais. Uma alternativa para evitar a eutandsia dos animais infectados
seria a busca de medidas terapéuticas ou imunoprofildticas, como a vacina de fracdes de
glicoproteinas purificadas (Leishmune®), que ha cinco anos vem sendo empregada no Brasil
revelando resultados promissores para a prevencdo da doenca segundo Borja-Cabrera et al.
(2008). A vacina pode representar uma alternativa de controle da doenca pela possivel
reducdo do nimero de reservatérios caninos que atuariam como fonte de infecg¢do para os
seres humanos. Encontra-se em fase de teste um antigeno recombinante A2 para vacinagdo de
LVC. A proteina A2 é encontrada apenas nas formas amastigotas do parasito. Uma das
principais vantagens desta vacina € de produzir anticorpos para A2, que faz com que o animal,
mesmo depois de vacinado, continue negativo nos exames soroldogicos que utilizam formas
promastigotas, ndo interferindo nos inquéritos epidemioldgicos preconizados pelo Ministério
da Saide (Fernandes er al, 2008). Esta vacina, chamada Leishtec, estd sendo testada

experimentalmente em Minas Gerais (http://www.hertapecalier.com.br).

Mesmo assim, com o desenvolvimento de outras vacinas para LVC, novos estudos
devem ser conduzidos nesta drea. Para um controle eficaz, o diagndstico precoce da doenga

ainda estd incluido nos protocolos de prevencdo.

1.5. Diagnéstico da LVC

O diagnéstico da LVC pode ser feito por diferentes métodos, todos semelhantes aos
empregados na LVH. O diagnéstico clinico ¢ um método dificil de ser realizado devido nio
s0 a presenca de manifestagdes clinicas variadas, mas pela grande quantidade de animais
assintomdticos e também pelo fato de alguns sinais clinicos da LVC serem semelhantes a
outras patologias. As alteracdes laboratoriais encontradas no hemograma e em testes

bioquimicos, como funcdo renal e hepitica, sdo inespecificos. Portanto, a confirmagdo do
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diagnostico é baseada nos métodos parasitoldgicos, soroldgicos e moleculares. Vale ressaltar
que no municipio de Campo Grande (MS) o cdo s6 é eutanasiado mediante a execucio
simultinea de um segundo exame diagndstico comprobatério, ou seja, devem ser realizados
dois métodos sorolégicos para a confirmagio do diagnéstico

(http://www.tjms.jus.br/cposg/pcpoResultadoConsProcesso2Grau.jsp).

O diagnéstico parasitoldgico € realizado pela observacdo, ao microscopio, de formas
amastigotas do parasito obtidos de esfregacos de pungdes de linfonodos, medula 6ssea e pele.
Alguns autores observaram que nos aspirados de medula éssea a sensibilidade do teste
parasitoldgico € maior que no aspirado de linfonodo (Alvar et al., 2004). Estes procedimentos
sdo invasivos, e algumas vezes os proprietdrios dos cdes ndo autorizam sua execucdo. Além
da citologia, a bidpsia de pele € indicada para histopatologia que também pode detectar a
presenca de formas amastigotas pela técnica de coloracdo hematoxilina-eosina. Apesar do
exame parasitoldgico ser ainda considerado padrdo ouro para o diagndstico da doencga (Singh
& Sivakumar, 2003), resultados falso-negativos no caso de auséncia do parasito na amostra
retirada ou na falta de interesse em retirar amostras de cdes assintomdticos podem ocorrer.
Para minimizar este problema, uma outra técnica mais sensivel, a imuno-histoquimica esta
sendo introduzida para o diagnéstico da LVC (Tafuri et al., 2004). Esta técnica utiliza
imunoglobulinas conjugadas a enzimas que identificam antigenos parasitirios em cortes
histolégicos parafinados ou congelados, tornando-se um teste mais especifico, sensivel e de
facil execugdo (Ferrer et al., 1988). Um outro teste parasitoldgico utilizado € o crescimento de
parasitos em cultura, um método muito util na deteccdo do parasito na amostra de tecido
retirada. Mas nem toda amostra de Leishmania tem bom desenvolvimento em meios
padronizados. Além disso, o fragmento do 6rgdo processado pode ndo conter parasitos
suficientes, o que diminui a sensibilidade do teste.

O xenodiagndstico € outra técnica utilizada para a deteccdo e isolamento de parasitos
na qual se testa a infeccdo do seu vetor natural. Estudos divergem quanto a taxa de infeccio
de flebotomineos do Velho e Novo mundo. Apesar de ser uma ferramenta excelente para
estudos epidemioldgicos da LVC, o xenodiagndstico € raramente utilizado, pois necessita de
coldnias de flebotomineos bem estabilizadas em laboratérios especializados (Maia e
Campino, 2008).

Quando nd@o € possivel a visualizagdo do parasito pelas técnicas supracitadas, os
métodos soroldgicos sdo empregados para detectar a relacdo antigeno-anticorpo presentes
numa infeccdo. A sensibilidade e a especificidade sdo parametros utilizados para validacdo de

um teste soroldgico, onde a primeira estd relacionada com a porcentagem de resultados
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positivos na populacdo de doentes, e a segunda € definida como a porcentagem de resultados
negativos numa populacio de sadios, ou seja, que ndo foram acometidos pela doenga.

Um grande avanco para o diagndstico soroldgico da LV foi o a reacdo de fixacdo de
complemento (RFC), que empregava antigeno extraido do bacilo da tuberculose. Em
inquéritos caninos, foi observado que esta técnica possuia sensibilidade e especificidade
melhores que o exame direto (Nussenzweig et al, 1957). Porém, a RFC encontra-se em
desuso devido a grande quantidade de reagdes cruzadas com doenga de Chagas e LTA (Alves
e Bevilacqua, 2004). O teste de aglutinacdo direta (DAT) é mais um método soroldgico de
facil execugdo, rdpido, ndo necessitando de equipamentos para leitura do resultado e nem de
reagentes que dependem de refrigeracao (Meredith ef al., 1995; Schallig et al., 2001). No teste
sao utilizados promastigostas integras ou fragmentadas de Leishmania, que sdo aglutinadas
diretamente com os anticorpos anti-Leishmania, entretanto o resultado além de ser subjetivo
devido a leitura ser feita a olho nu, necessita de um periodo de incubacio de 18 horas (Harith
et al., 1989). Apesar destas limitacdes, alguns autores consideram o DAT como uma boa
ferramenta diagnéstica para LV, principalmente quando empregada no campo (Silva et al.,
2005). Em estudos com cées de areas endémicas, o DAT mostrou sensibilidade que varia de
70-100% e especificidade de 80-100% (Mohebali et al., 2004; Silva et al., 2006). Outro
método soroldgico muito frequente em diagndstico de LVC € o Western blot, que detecta
anticorpos especificos utilizando antigenos de Leishmania ligados a uma matriz de
nitrocelulose (Neogy et al., 1992). Nao € um teste muito aplicado para diagndstico de rotina
porque necessita de habilidade técnica além de ser caro e demorado (Ferroglio et al., 2007).
Por outro lado, alguns autores sugerem a importancia do Western blot no diagnéstico da LVC,
demonstrando que este método pode ser mais sensivel que a RIFI pela deteccdo precoce dos
animais infectados (Silva et al., 2005).

Atualmente, o teste recomendado pelo Ministério da Saide em inquéritos
soroepidemioldgicos caninos é a reagdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI), que
geralmente utiliza formas promastigotas do parasito fixados em laminas para posterior reacao
com anticorpos. Esta técnica demonstra sensibilidade que varia de 90 a 100% e especificidade
de aproximadamente 80%, mas € limitada em termos de reprodutibilidade. Um estudo com
cées assintomadticos e sintomdticos de dreas endémicas utilizando a RIFI como diagnéstico
demonstrou uma sensibilidade de 85,5% e especificidade de 94,7% ao teste (Maia et al.,
2008). A especificidade deste teste ndo € a ideal devido a presenca de reagdes cruzadas com
doencas causadas por outros tripanossomatideos, como doenga de Chagas e LTA (Alves e
Bevilacqua, 2004). Outro teste sorolégico que teve sua primeira descri¢do por Engvall e

Perlmann (1971), é o imunoensaio enzimitico-ELISA, que tem tido sucesso para o
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diagnoéstico de vdrias doencas infecciosas. Esta técnica € tdo sensivel quanto a RIFI para
diagnéstico de leishmaniose, e € aplicada para estudos em grande escala (Hommel et al.,
1978). Diversas variagdes de ELISA surgiram para seu aprimoramento, como o Dot-ELISA
(Pappas et al., 1984), Fast-ELISA (Ashford et al., 1993), micro ELISA (Hommel et al.,
1978), fucose manose ligant-ELISA - FML-ELISA (Palatnik et al., 1996), que utilizam
antigenos brutos ou purificados de Leishmania spp. Um estudo observou sensibilidade de 94-
100% em caes assintomadticos e de 100% em cdes sintomadticos, utilizando promastigotas ou
amastigotas soliveis no teste ELISA (Mettler et al., 2005). Atualmente as pesquisas tém
explorado a utilizagdo de antigenos recombinantes na técnica de ELISA, a fim de melhorar a
sensibilidade e especificidade, além da facilidade de sua obtenc¢do em relacido aos antigenos
purificados. Dentre os antigenos recombinantes mais estudados, estdo o A2 (Carvalho et al.,
2002), k26 (Bhatia et al., 1999) e rK39, este tltimo sendo o mais promissor no diagnéstico da
LV (Burns et al., 1993). Um estudo realizado com estas trés proteinas mostrou que o rk26 e
rk39 tiveram boa sensibilidade na detec¢do de caes sintomdticos, 94% e 100%
respectivamente, e a proteina A2, comparada aos outros, mostrou uma sensibilidade maior em
caes assintomdticos e uma especificidade de 98% (Porrozzi et al., 2007). O k39 é um
antigeno recombinante que possui alta sensibilidade e alta especificidade quando utilizado no
ELISA para diagnéstico de LVH. Trata-se de uma proteina relacionada & familia das
quinesinas expresso nas espécies de Leishmania do complexo L. donovani (Singh et al., 1995;
Zijlstra et al., 2001). Varios trabalhos t€ém sido realizados utilizando o rk39 no teste ELISA,
um deles examinou mais de seis mil soros caninos comparando-o com o teste RIFL. Os
resultados revelaram uma variacdo na sensibilidade do ELISA k39 quando comparada com a
RIFI (70 a 100%) entre os diferentes autores (Scalone et al., 2002). A partir da rk39, foi
desenvolvido um teste imunocromatografico simples e rdpido, fixando esta proteina em papel
(Teste Répido Anticorpo Leishmania donovani —-TRALJ) para reagir com o sangue ou 0 SOro
do paciente (Badar6 et al., 1996). Este antigeno possui epitopos de alta densidade, e uma
proteina A conjugada com ouro coloidal permite uma rdpida ligacdo do rk39 com o anticorpo
anti-Leishmania especifico (Reed et al., 1996), produzindo resultados em até 10 minutos. Este
método vem sendo utilizado no diagnéstico de LVH no Sudao e na India, com bons resultados
em relacdo a sensibilidade, entretanto pode apresentar reacdo cruzada com maléria, febre
tiféide e tuberculose (Gontijo e Melo, 2004). Para o diagndstico da LVC, o teste mostrou
sensibilidade de 92% e especificidade de 99,5%, ndo sendo capaz de detectar a infec¢do nos
titulos entre 1:40 a 1:320 (Genaro et al., 1997). O teste imunocromatrografico estd sendo
aplicado atualmente de forma experimental no Brasil para o diagnéstico da LVC (Silva et al.,

2001), podendo ser indicado ao programa de controle da doenga por ser de facil execugdo e
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aplicdvel no campo sem necessidade de profissionais altamente especializados, caso apresente
resultados satisfatérios. Além disso, o teste pode ser capaz de detectar diferentes formas
clinicas de cées infectados por L. (L.) chagasi (Lemos et al., 2008).

A reacdo em cadeia de polimerase (PCR) € um dos métodos moleculares utilizados
para diagnéstico da LVH e LVC, que permite ndo s6 identificar e ampliar seletivamente
seqiiéncias de DNA do parasito, mas também monitorar a cura parasitologica depois da
quimioterapia (Pennisi et al., 2005 Francino et al., 2006; Manna et al., 2007; Solano-Gallego
et al., 2007). Esta técnica permite uma rdpida detec¢do de pequenas quantidades de DNA do
parasito, mesmo em presenca de grandes quantidades de DNA do hospedeiro. Uma outra
vantagem desta técnica € a diversidade de material clinico que pode ser utilizado no teste para
detec¢do do DNA do parasito, como sangue, medula dssea, bidpsias cutaneas, aspirados de
linfonodo, coragdo, pénis, vagina, s€men, placenta, rim, intestino, urina, swabs de conjuntiva
entre outros (Andrade et al., 2002; Reithinger et al., 2002; Barrrouin-Melo ef al., 2005; Diniz
et al., 2005; Rosypal et al., 2005; Franceschi et al., 2006). A técnica tem sido utilizada
também em estudos epidemioldgicos visando detectar a presenca do parasito nas diferentes
espécies de vetores (Osman, 1998). A sensibilidade maxima da técnica tem sido obtida
quando sdo empregadas sequéncias de cépias miiltiplas para alvo da PCR, como gene dos
RNA ribossomais, do k-DNA, regides repetitivas do genoma, entre outras. Um dos grandes
problemas do emprego do PCR é que esta técnica depende de laboratérios bem estruturados e
técnicos habilitados para executd-la. Outra desvantagem é a sensibilidade em determinados
tipos de amostra, como o sangue, onde ndo se encontra quantidade de parasito suficiente para
ser detectado no teste (Lachaud et al., 2002). Um método de diagndstico que ndo se enquadra
nas técnicas acima por estar relacionado a imunidade celular, é o teste de Montenegro. Este
resulta na hipersensibilidade do tipo retardada para antigenos de Leishmania, onde §é
inoculado intradermicamente uma suspensdo de promastigotas inativas diluidas em formol ou
metiolate. A leitura estd relacionada com o endurecimento no local da inoculagdo apds um
perido de 48-72h, ou seja, serd positivo dependendo do didmetro da lesdo formada pelo
inoculo. (Fernandez-Bellon et al., 2005).

Muitos autores procuram obter um método especifico para o diagnéstico soroldgico da
LVC principalmente com a utilizagdo de antigenos recombinantes e purificados de
Leishmania, que apresentem mais sensibilidade ao teste e que ndo produzam reagdes cruzadas
com antigenos de outras doencas. Atualmente a baixa especificidade ¢ uma das maiores
limitacdes dos testes diagndsticos que utilizam antigenos tradicionais (Passos et al., 2005;
Rosério et al., 2005). Geralmente os antigenos utilizados no teste ELISA, indicado pelo

Ministério da Saude, sdo oriundos da sonicacdo de formas promastigotas de L. (L.) chagasi.
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As fracdes subcelulares de Leishmania obtidas por técnica de fracionamento subcelular t€ém se
mostrado bastante imunogénicas nos protocolos de vacinagdo no modelo murino. Tanto a
fracdo flagelar (FF) como a fragdo microsomal (FMic) foram capazes de proteger
camundongos contra uma infec¢@o por L. (L.) amazonensis quando utilizadas em associagdo a
imunomoduladores (Gongalves da Costa et al., 1988; Gaspar, 2005; do Valle et al., 2007).
Paula (2003) mostrou através da técnica de western-blotting que uma banda da FMic de
Leishmania, com aproximadamente 35 kDa, era majoritariamente reconhecida pelo soro de
camundongos injetados com trés doses da mesma fracdo. Esta banda também era reconhecida
por animais infectados por L. (L.) amazonensis. Diante deste contexto, este trabalho visa
aumentar o conhecimento sobre o potencial antigénico destas fragdes subcelulares no teste

ELISA, avaliando sua especificidade e sensibilidade no diagndstico da LVC.
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Objetivo

2.1. Objetivo geral

Avaliar a antigenicidade das fracdes subcelulares de Leishmania (Leishmania)

amazonensis na técnica imunoenzimdtica (ELISA) para o diagndstico de leishmaniose

visceral canina.

2.2. Objetivos especificos

¢ Identificar bioquimicamente as fracdes subcelulares de L. (L.) amazonensis ;

e Padronizar um teste ELISA utilizando como antigenos fracdes subcelulares de L. (L.)

amazonensis,

e Determinar a especificidade e sensibilidade do teste ELISA com as fracdes

subcelulares de L. (L.) amazonensis.

e Comparar os resultados obtidos pelo ELISA com fra¢des subcelulares de L. (L.)

amazonensis com os obtidos pelo ELISA de Biomanguinhos;
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Material e Metddos

3.1. Populacio (amostras)

Os soros caninos testados neste trabalho foram provenientes de levantamentos soro-
epidemioldgicos, realizados em regides endémicas para LVC. Os soros foram cedidos pelo
laboratorio de leishmanioses do CPqRR (Belo Horizonte, MG), e pelo laboratério de
parasitologia da UFMS (Campo Grande, MS). Os soros controles negativos (n=53) foram
oriundos de cdes sauddveis com testes parasitoldgicos e soroldgicos negativos para
Leishmania spp. Estao incluidos no grupo de controles negativos soros caninos com sorologia
e teste parasitologico positivos para Trypanosoma cruzi (n=0) e negativos para Leishmania
spp. Os soros utilizados como controles positivos (n=88) foram provenientes de caes
parasitologicamente positivos para L. (L.) chagasi, seja através da demonstracdo dos parasitos
por imprint de lesdo ou pela cultura de aspirado de medula Ossea, e com titulacio de
anticorpos anti-Leishmania acima de 1:80 pela reacdo de imunofluorescéncia indireta
(RIFI).A partir dos resultados da sorologia e em associacdo aos sinais clinicos apresentados,
os animais foram classificados em assintomaticos (n=33), oligossintomaticos (n=18) e

sintomaticos (n= 37).

3.2. Manutencao dos parasitos

Foi utilizada a cepa MHOM/BR/76/Ma-5 de L. (L.) amazonensis. Esta amostra foi
isolada de um caso humano de leishmaniose cutineo difusa e caracterizada pela técnica de
lectinas (Schotelius e Gongalves da Costa, 1982) e isoenzimas (Grimaldi et al., 1991).

A manutencdo dos parasitos foi realizada no laboratério de Imunomodulacdo e
Protozoologia - 10C, in vivo e in vitro. No primeiro caso, a L. (L.) amazonensis foi mantida
por passagens seriadas em camundongos BALB/c. Estes animais foram inoculados com 10*
formas amastigotas do parasito em um volume final de 0,05ml de PBS por via subcutianea no
coxim traseiro esquerdo. A cada trés meses, quando surgiam as lesdes, 0s animais eram
eutanasiados, tendo as lesdes retiradas assepticamente para o isolamento dos parasitos, que
posteriormente foram inoculados em novos animais ou semeados em meio de cultura bifasico
a 24° C para manutencao in vitro dos parasitos.

In vitro, as formas promastigotas do parasito foram mantidas em cultura axénica a 24
'C, em estufa incubadora BOD (Fanem - 347). O meio de cultura empregado era composto
por duas fases: uma fase solida de dgar-sangue (Nicolle, 1908b; Navy & MacNeal, 1904) e
uma fase liquida, o LIBHIT. Este tltimo é uma modificagdo do meio Liver Infusion Tryptose
(LIT), inicialmente desenvolvido por Yeager (Fernandes et al, 1965), com diferentes
concentragdes de componentes orginicos a fim de melhorar as condi¢des de crescimento do

parasito (Gongalves da Costa & Lagrange, 1981). A cultura foi examinada e repicada a cada
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sete dias, quando os parasitos encontravam-se em fase estaciondria de crescimento (Pessotti,
2001).

A utilizacdo de camundongos no presente trabalho se restringe a2 manutengdo da cepa
da espécie L.(L.) amazonensis que € um procedimento de rotina do laboratério e estd

licenciado pelo Comité de Etica para Uso de Animais n°. L0001/07.

3.3. Obtencao das fracées subcelulares

Foi realizado o cultivo de L. (L.) amazonensis em meio LIBHIT em larga escala para
obtencdo das fragdes subcelulares dos parasitos conforme técnica desenvolvida por Pereira e
cols. (1978), com pequenas modificagdes. O fracionamento foi realizado apds 6-7 dias de
cultivo, quando as promastigotas encontravam-se em fase estaciondria. Apds observagdo de
aliquotas para exclusdo de garrafas contaminadas, as culturas foram centrifugadas a 4000rpm
por 10 minutos e a massa do parasito obtida foi lavada 3 vezes em um tampdo de lavagem
(TPMN) e, em seguida, ressuspensa em uma solug¢do hipotdnica (tampao S) por 20 minutos
para que as células ficassem tirgidas. A seguir, 1ml para cada grama de massa de parasito de
detergente ndo idnico, lubrol PX, na concentragdo de 10%, foi adicionado e os parasitos
rompidos sob a acdo mecanica de um homogeneizador Dounce (Konter Glass, Vineland, NJ,
EUA), empregando-se o pistilo B. Este procedimento, assim como todo o resto, foi realizado
sempre em banho de gelo a fim de minimizar a acdo de proteases.

Em seguida, as condi¢Oes isotdonicas foram reajustadas e as células integras foram
retiradas através de centrifugacio a baixa velocidade, 750g por 90 segundos. Nesta etapa foi
retirada uma aliquota do material, sendo denominada de homogeneizado total (HT). O
restante do material foi, entdo, centrifugado duas vezes a 5.000g por 10 minutos. O
sobrenadante foi centrifugado novamente a 27.000g por 30 minutos, sendo o sedimento desta
centrifugacdo ressuspenso em 1ml de PBS e denominado de fracdo de membrana (FM). O
sobrenadante foi depositado em uma coluna de 2ml de solugdo de sacarose a 20% em tampao
TMK, em tubos de polialomeros e a seguir, esse preparado foi centrifugado a 100.000g no
rotor SW41Ti em ultracentrifuga Beckman, durante 45 minutos. O sedimento obtido nessa
ultima centrifugacdo foi ressuspenso em lml de PBS e denominado fracio microssomal
(FMic). O sedimento da centrifugacdo a 10.000g também foi aproveitado, sendo ressuspenso
em uma solucdo de sacarose 0,25M e posteriormente centrifugado a 11.000g por 10 minutos,
obtendo-se, no sedimento, a fracdo de flagelo (FF) bruta. Esta foi, entdo, purificada em um
gradiente de sacarose. Para isso foi ressuspensa em sacarose a 5%, depositada em um colchio
formado por sacarose a 25% e centrifugada a 700g por 10 minutos em uma centrifuga clinica.

A camada superior e a interface foram recolhidas e colocadas sobre um novo colchido de
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sacarose 25%. Mais uma vez o material foi centrifugado a 500g e, desta vez, somente a
camada superior foi recolhida e centrifugada uma dltima vez a 12.000g por 10 minutos sobre
um colchdo de sacarose 25% em rotor de dngulo fixo. O sedimento obtido foi ressuspenso em
Iml de PBS, obtendo-se a FF purificada. O material foi aliquotado e estocado em freezer -70°
C até o uso

Todas as centrifuga¢des em rotor de angulo fixo foram realizadas em centrifuga

Beckman-Avanti J-25, com rotor JA-10 e JA-20.

3.4. Dosagem de proteina

O teor protéico de cada fragdo subcelular foi dosado pelo método de Bradford (1976).
Para isso foi construida uma curva padrdo com concentra¢des conhecidas de albumina bovina
fracdo V (BSA). Diferentes concentracdes desta proteina (5, 10, 15 e 20ug) foram diluidas em
dgua bidestilada (quantidade suficiente para — qsp.- SOuL) e acrescidas de 2,5mL de solucdo
de Bradford. Apés 10 minutos foi feita a leitura de sua absorbancia a 590nm em um
espectrofotdmetro (Beckman-DU640). Um tubo somente com agua bidestilada (50uL) e
solugdo de Bradford foi utilizado como branco da reagcdo. Ap6s a confecc¢do da curva padrdo o
mesmo procedimento foi utilizado para dosar a absorbancia de tubos contendo SuL de cada
uma das fracdes, dgua bidestilada qsp S0uL e reagente de Bradford. A concentracio protéica

em cada amostra foi calculada a partir da inclinag@o da reta obtida na curva padrio.

3.5. Eletroforese

Foi realizada uma eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil sulfato de sédio
(SDS) para se comparar o perfil protéico de cada fragdo subcelular, seguindo a técnica
descrita por O’Farrel (1975). Foram preparados dois géis de corrida com 10% e 12% de
poliacrilamida com um gel de empacotamento com 4% do polimero. Vinte microgramas de
cada fracdo foram diluidos em tampao de amostra e aquecidos a 95 C por 5 minutos para que
as proteinas fossem desnaturadas. O mesmo procedimento foi realizado com um padrido de
peso molecular contendo proteinas entre 209 e 7kDa (BioRad — Broad range 161-0318). As
amostras, assim como o padrio, foram aplicadas aos géis preparados em uma cuba para
eletroforese (BioRad — Mini Protean 3 cell) que foi completada com tampao de corrida. O gel
foi submetido a uma diferenca de potencial de 80v gerada por uma fonte (Hoefer - OS
500XT).

Ap6s a corrida, o gel foi posto em solucdo de coloracdo por 30 minutos e, em seguida,
solugdo de descoloragdo até que ficasse transparente, sendo em seguida digitalizado

utilizando-se um “Scanjet” HP —2400.
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3.6. Microscopia eletronica de transmissao (MET)

Aliquotas de cada uma das fragdes subcelulares foram fixadas por 1 hora em 2,5% de
glutaraldeido (Sigma, G6257) em tampao cacodilato de sédio 0,1M (pH 7.2) com 3,5% de
sacarose a 4 °C. Em seguida, foram lavadas no mesmo tampao e pds-fixados por 30 minutos
com 1% de tetroxido de Osmio (Sigma, O5500) em tampdo cacodilato de sddio.
Posteriormente, foram desidratados em concentracdes crescentes de acetona e incluidos em
resina (Poly-bed 812). Apds polimerizagdo em estufa a 60 °C os blocos foram clivados. O
material foi entdo contrastado com acetato de uranila e citrato de chumbo (Reynolds, 1963) e

observado em um microscépio eletronico de transmissdo Zeiss—EM10C.

3.7. Reacao de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI)

A técnica foi empregada nos soros utilizados neste trabalho para confirmacio dos
resultados das titulacdes informadas e realizadas nas instituicdes de pesquisa que cederam o
material.

Para realizacdo da técnica utilizamos o kit IFI BIOMANGUINHOS. Para a titulacio
cada soro foi descongelado, diluido em PBS na concentracdo de 1:40, 1:80, 1:160, 1:320 e
1:640, e 10ul pingados nos pogos das laminas previamente sensibilizadas com antigenos.
Soros controle positivo e negativo também foram usados. As laminas foram incubadas por 30
minutos em camara umida e ao final lavadas 3 vezes em PBS por 5 minutos cada lavagem.
Em seguida, todos os pogos das laminas receberam anticorpo anti-IgG canino conjugado a um
fluorocromo (FITC), sendo incubadas mais uma vez por 30 minutos diluido a 1: 100.
Finalmente, as ldminas foram lavadas mais 3 vezes e montadas com glicerina (9:1) diluida em
PBS, utilizando-se laminulas 24x32mm. A fluorescéncia dos antigenos foi analisada em um
microscopio Optico Zeiss — Axiolab equipado com HBOS0 e a titulagcdo estabelecida pela

ultima dilui¢do onde foi possivel observar a fluorescéncia do antigeno.

3.8. Adsorcao dos antigenos (fracoes subcelulares) nas placas de microtitulacao:

Foram utilizadas placas de polietileno (NUNC Maxisorp e NUNCLON). Para
estabelecer a concentragdio do conjugado-peroxidase anti-IgG cdo (SIGMA), foram
adsorvidos inicialmente 1ug de cada fracdo diluidos em 100uL de PBS estéril por poco.
Foram utilizados trés soros caninos positivos com titulagdo de 1:640 pela técnica de RIFI e
tr€s soros negativos para LVC para os controles, e a técnica de ELISA empregada conforme
descricdo abaixo. Foram testadas quatro concentracdes do conjugado: 1:5.000, 1:25.000,
1:50.000 e 1:80.000. Para estabelecer a concentracdo ideal de proteina adsorvida em cada

pogo, foram estabelecidas quatro concentracdes de cada fracdo subcelular: 125ng, 250ng,
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500ng e 1ug, os quais foram distribuidos na placa, diluidos em 100uL. de PBS estéril em cada
pogo. As placas foram incubadas em estufa a 37 °C durante 2 horas e depois deixadas
overnight a 4 °C. Apés a etapa de adsorc¢éo, as placas foram lavadas no aparelho Wash ELISA
com solug@o de 0,05% de Tween 20 em PBS por 4 vezes. Apds a lavagem foi retirado o
excesso da solucdo e as placas foram estocadas no freezer para realizacdo da técnica de

ELISA.

3.9. Técnica de ELISA

Neste trabalho foi utilizada uma variante da técnica de ELISA denominada ELISA-
indireto, que prevé a captura antigénica seguida da reacdo com anticorpo especifico. A reacdo
é revelada através do uso de um segundo anticorpo marcado com uma enzima (peroxidase)
dirigido contra o primeiro anticorpo presente no soro de um c@o positivo para LVC
(anticorpos de cdo para L. (L.) chagasi). No caso, a acdo da oxidorredutase, sobre o substrato
dgua oxigenada adicionado, gera oxigénio que por sua vez oxida um segundo composto
presente no meio reacional (TMB), conduzindo-o do estado incolor para o estado colorido
(azul), que finalmente em meio de 4cido forte, apresenta-se na cor amarela. Apds a etapa da
adsorcdo dos antigenos, para diluicdo dos soros e do conjugado foi feita uma solucdo
bloqueadora de 1% de leite em p6 desnatado, 0,2% de gelatina, 1% de citrato de sédio e 1%
de soro de cabra em 100mL de PBS. Os soros foram diluidos 1:100 nesta solucdo (diluente do
soro e conjugado - DSC) e distribuidos na placa em 100uL cada pogo. A placa foi incubada
por 30 minutos em estufa a 37 °C. Apds incubacgdo, a placa foi lavada quatro vezes com
0,05% de Tween 20 em PBS. O anticorpo monoclonal anti-IgG canino conjugado a
peroxidase foi diluido 1:80.000 na solu¢do DSC e 100uL desta solugdo foram colocados em
todos os pogos e a placa incubada por 30 minutos a 37 °C. Ap0s esta etapa, as placas foram
lavadas novamente quatro vezes, € a reacdo foi evidenciada através da adicio 10mg/mL de
tetramethyl benzidine (TMB), tampao citrato-fosfato e 30% de H,O,. Foram colocados 100uL
desta solucdo em todos os pocos e a placa deixada em camara escura por 15 minutos em
temperatura ambiente. A reacdo foi bloqueada colocando-se S0uL de acido sulftirico 8M nos
pogos. A reacdo colorimétrica foi lida a 490nm sem a utilizagd@o de filtro de referéncia em um

espectrofotdmetro de placa (BioRad-Benchmerk Microplate Reader).

3.10. Reprodutibilidade do ELISA
Para avaliar a reprodutibilidade do teste utilizando as fragdes subcelulares foram
realizados o intra-ensaio e o inter-ensaio. A precisio intra-ensaio foi verificada determinando-

se a média das absorbancias de 15 repeti¢cdes para um mesmo soro controle negativo e um
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mesmo positivo, em uma mesma placa. A precisdo inter-ensaio foi determinada utilizando as
médias das triplicatas das absorbancias de 15 repeti¢des para um mesmo soro negativo e, da

mesma forma, para um positivo, em placas e dias diferentes.

3.11. Analise estatistica dos dados

Para andlise da sensibilidade, especificidade e Cut-Off do teste ELISA para cada
antigeno (fragdes subcelulares e antigeno bruto do kit EIE BIOMANGUINHOS) foi utilizada
a curva ROC (Receiver Operating Characteristic). Todas as andlises estatisticas foram

realizadas através do programa estatistico MedCalc®.
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4.1. Identificacao e caracterizacao bioquimica das fracoes subcelulares

4.1.1. Microscopia eletronica de transmissao

Nossos resultados de microscopia eletronica confirmaram os dados ja publicados por
Zaverucha do Valle et al. (2007). Estes mostraram que as diferentes fracdes apresentam
poucos contaminantes.

A FF apresentou um axonema tipico com 9 pares periféricos e 2 centrais de
microtibulos. As membranas dos flagelos nido se apresentaram aderidas a estes,
provavelmente em fungdo do tratamento pelo lubrol, que é fundamental para o rompimento
das promastigotas. A FM manteve a camada sub-pelicular de microtibulos e raramente
formou vesiculas. Nas membranas vesiculadas observa-se a camada dos microttibulos na face

externa. A FMic apresentou vesiculas e uma concentracdo elevada de ribosomas (Figura 4.1).

Figura 4.1 - Microscopia eletronica de transmissao das fracoes subcelulares de L.
(L.) amazonensis. A) A fracdo flagelar enriquecida mostra uma estrutura flagelar
tradicional com um par de microtibulos central e 9 pares periféricos (cabeca de seta).
O corpo paraxial pode ser visto (seta vazada) em corte transversal, sem estar
associado a membrana flagelar. Microtibulos podem ser visualizados em orientagdo
obliqua (janela) ou longitudinal (seta preta). B) Fracdo enriquecida de membrana
claramente demonstra a camada de microtibulos subpericular (cabeca de seta). A
membrana ndo forma vesiculas. C) Fra¢do microsomal enriquecida apresentando
pequenas vesiculas (seta) e grande nimero de ribossomos (cabeca de seta). (Todas as

barras = 0,51m).
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4.1.2. Eletroforese
A andlise dos componentes macromoleculares mostrou que o componente de 55kDa
da FF estava bastante enriquecida em relagdo as bandas de FM e de FMic. A fracdo FMic
apresentou varios componentes protéicos, e como se trata de uma fracdo que contém
microsomas rugosos, algumas bandas correspondem as proteinas ribosomais. Pelos resultados
da microscopia eletronica a FM também apresentou tubulina, mas de baixo teor protéico. A
visualizagdo dos diferentes componentes macromoleculares foi possivel pela técnica de

coloracdo pelo Coomassie Blue (Figura 4.2).
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Figura 4.2 - Eletroforese em gel de poliacrilamida contendo SDS das fracoes
subcelulares de L. (L.) amazonensis. PM (Peso molecular padriao); FF (fracdo de
flagelo; FM (fracdo de membrana); FMic (fracdo microsomal); HT (homogeneizado

total).
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4.2. Padronizacao do ensaio imunoenzimatico utilizando as fracées subcelulares

Ap6s a identificagdo e caracterizacdo das proteinas de cada fragcdo subcelular, estas
foram adsorvidas na placa de microtitulagdo. Foram testados o tampdo fosfato, o tampao
carbonato/bicarbonato, diferentes concentracdes de antigenos (125ng a 1pg) e diferentes
concentragdes do conjugado anti IgG canino comercial SIGMA (1:10.000; 1:25.000; 1:50.000
e 1:80.000). A melhor dilui¢do do conjugado para esta etapa foi 1:50.000. Além disso, nossos
resultados também indicaram que niao houve diferenca entre as densidades 6pticas (DOs)
independente do tipo de tampdo utilizado. A partir destes dados, todos os ensaios
imunoenzimaticos foram conduzidos com o tampao PBS.

Observamos que tanto a concentragdo de 125ng/poco quanto a de 1000ng/pogo de
cada fracdo testada foi suficiente para obtencdo de resultados satisfatérios (Figura 4.3 e 4.4).
Porém, para minimizar erros na adsorcdo do antigeno, evitou-se a utilizacido de concentragdes
inferiores a 500ng, sendo esta a concentracio padrdo utilizada para a adsor¢do dos antigenos
na placa.

De uma maneira geral, os valores de DO obtidos foram semelhantes aos ja
padronizados para o teste ELISA BIOMANGUINHOS, ou seja, valores de DO dos soros
positivos > 0,5 e dos negativos <1,2.

Outras diluicdes dos soros positivos e negativos (1:10, 1:50, 1:100 e 1:200) também
foram avaliadas ao longo deste trabalho. Os resultados indicaram que a dilui¢do de 1:100 dos
soros manteve-se satisfatoria na diferencia¢do entre os grupos controles — soros negativos e
SOT0S positivos.

Todos estes experimentos de padronizag¢do foram conduzidos com a placa Maxisorp
Loose. Além disso, nés também avaliamos estas condi¢des padronizadas utilizando as placas
Falcon 3072 e Nunclon. Os nossos resultados indicaram que a placa Maxisorp Loose
proporcionou resultados mais homogéneos entre os valores de DO dos soros caninos
negativos e positivos, seguido da placa Nunclon. Desta forma, a placa Maxisorp Loose foi
mantida para os ensaios posteriores.

Os resultados das andlises das precisdes intraensaio e interensaio estdo sumarizados
nas tabelas 4.1 e 4.2. Estes mostram que o coeficiente de variacdo dos soros negativos e
positivos ndo ultrapassou 15% nos dois ensaios, tendo apenas a FMic uma variacdo maior no

inter-ensaio de 21,4% em relagcdo ao soro positivo.
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Padronizacio da concentracio de antigeno
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Figura 4.3- Andlise dos valores de absorbincias de amostras de soros caninos
parasitologicamete negativos para Leishmania (L.) chagasi no ELISA com fracdes subcelulares
de Leishmania (L.) amazonensis,.

33
Almeida,CC




Resultados

Padronizaciao da concentragao de antigeno
Soros controles positivos
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Figura 4.4- Analise dos valores de absorbancias de amostras de soros caninos

parasitologicamete positivos para Leishmania (L.) chagasi no ELISA com fracdes
subcelulares de Leishmania (L.) amazonensis,.
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Tabela 4.1 - Precisao intraensaio determinada com 15 replicatas de um mesmo soro negativo e

de um mesmo soro positivo, em uma mesma placa.

Fracoes Soros n Média DP IC (95%) CV %

FM

Negativo 15 0,072 0,009 (0,054 - 0,089) 12,5

Positivo 15 0,694 0,047 (0,601 — 0,786) 6,7

FF Negativo 15 0,072 0,006 (0,060 — 0,083) 8,3

Positivo 15 0,668 0,106 (0,460 — 0,875) 15,8

FMic Negativo 15 0,072 0,006 (0,060 — 0,0837) 8,3

Positivo 15 0,694 0,040 (0,615 -0,772) 5,7

FM (fracdo de membrana), FF (fracdo de flagelo) e FMic (fragdo microsomal) de L.(L.) amazonensis,
(DV) Desvio padrido das absorbancias, (n) nimero de ensaios; (IC) intervalo de confianga; (CV)

coeficiente de variacdo
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Tabela 4.2 - Precisao interensaio determinada com 15 replicatas de um mesmo soro negativo e
de um mesmo soro positivo, em placas e dias diferentes.

Fracoes Soros n Média DP IC (95%) CV %

FM Negativo 15 0,06 0,009 (0,042 - 0,077) 15

Positivo 15 0,290 0,036 (0,219 - 0,360) 12,4

FF Negativo 15 0,061 0,008 (0,045 -0,076) 13,1

Positivo 15 0,341 0,046 (0,250 -0,431) 13,4

FMic Negativo 15 0,058 (0,050 — 0,065) 6,8

0,004
Positivo 15 0,289 0,062 (0,167 - 0,410) 21,4

FM (fracdo de membrana), FF (fracdo de flagelo) e FMic (fragdo microsomal) de L.(L.) amazonensis,
(DV) Desvio padrao das absorbancias, (n) nimero de ensaios; (IC) intervalo de confianga; (CV)

coeficiente de variagdo
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4.3. Antigenicidade das fracoes subcelulares nos testes imunoenzimaticos.
A antigenicidade das fragdes subcelulares foi analisada pela técnica ELISA

padronizada, utilizando os soros controles positivos e negativos. Para cada fragdo foi
determinado um valor de corte (Cut-Off), a sensibilidade e especificidade através da curva
ROC, mostrados na tabela 4.3. Os valores de sensibilidade e especificidade foram bem
semelhantes em todos os testes, sendo igual ou superior a 90% nas fracdes FM e FMIc e
antigenos brutos, e inferior a 90% apenas na fracdo FF. O mesmo acontece com a
especificidade, sendo a FM com o maior valor de 98,1%.

Ao analisar o grafico de dispersdo de cada fracdo subcelular, podemos observar o
nimero de soros falso-positivos e falso-negativos nos testes ELISA, o que foi avaliado
também no teste de contingéncia de dupla entrada.

A figura 4.5 apresenta o ensaio em que se usou como antigeno a fracdo FM de L.
(L.) amazonensis, mostrando que 97,7 % das amostras de soros positivos para LVC
apresentaram absorbancias acima do Cut-Off, ou seja, apenas um soro (2,3%) foi considerado
falso-negativo. Em relagéo aos soros negativos, 13,2% foram considerados falso-positivos.

A figura 4.6 mostra a distribuicio dos soros com a fragdo FF de L. (L.) amazonensis.
Pode-se observar que sete soros positivos (8%) tiveram valor abaixo do Cut-Off sendo
considerados falso-negativos, e 28,3% dos soros negativos foram falso-positivos, destes,
cinco soros com reagdo cruzada com soros reagentes para 1. cruzi.

A figura 4.7 apresenta os resultados da fragao FMic de L. (L.) amazonensis, onde
4,5% dos soros positivos foram falso-negativos, e 13,2% dos soros negativos foram falso-
positivos. A distribui¢do dos soros com o antigeno bruto do kit BIOMANGUINHOS estd
representada na figura 4.8, em que 10,2% dos soros positivos foram falso-negativos e 13,2%
dos soros negativos foram falso positivos, ndo havendo reag¢do cruzada com os soros de 7.
cruzi.

A tabela 4.4 apresenta a taxa de positividade do ELISA com fragdes subcelulares de
L. (L.) amazonensis nas amostras obtidas de animais de diferentes condic¢des clinicas.

A figura 4.9 apresenta a comparacgio entre as curvas ROC dos antigenos estudados.
O melhor desempenho do teste foi com a fragdo FM, pois esta apresentou maior drea sob a
curva, que foi expressa também em valores na tabela 4.5. Estes dados também mostraram que
as dreas sob a curva da FM, FMic e de BIO foram préximas, sendo a FF o antigeno que
apresentou menor drea sob a curva. A tabela 4.6 mostra a comparagdo entre as dreas das

curvas de cada teste. A menor diferenga foi entre FM-FMic e FMic-Bio. A diferenga mais
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significativa (p=0,000) foi entre FM e FF. Entre os demais ensaios, as diferengas entre as

areas foram minimas.
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Tabela 4.3 - Parametros sorologicos das fracoes subcelulares de Leishmania (L.) amazonensis

utilizadas como antigenos nos ensaios imunoenzimaticos.

Antigenos Sensibilidade % Especificidade % Cut-Off
FM 95,5 98,1 0,219
FF 89,8 88,7 0,145
FMic 93,2 94,3 0,138
Antigenos brutos 89,9 92,5 0,150

FM (fragdo de membrana), FF (fracdo de flagelo) e FMic (fracdo microsomal)
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Figura 4.5 - Representacdo grafica do ELISA para deteccio de anticorpos anti-Leishmania
utilizando como antigeno a fracdo de membrana (FM) de L. (L.) amazonensis. A linha pontilhada
plotada no gréfico representa o valor de DO do Cut-Off (0,219). Dentre os soros negativos encontram-
se os soros reagentes para 7. cruzi (pontos vermelhos). As absorbancias dos ensaios foram medidas a

490nm.
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Figura 4.6 - Representacido grafica do ELISA para deteccio de anticorpos anti-Leishmania
utilizando como antigeno a fracao de flagelo (FF) de L. (L.) amazonenesis. A linha pontilhada
plotada no gréfico representa o valor de DO do Cuz-Off (0,145). Dentre os soros negativos encontram-
se os soros reagentes para 7. cruzi (pontos vermelhos). As absorbancias dos ensaios foram medidas a

490nm..
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Figura 4.7 - Representacdo grafica do ELISA para deteccio de anticorpos anti-Leishmania
utilizando como antigeno a fracio microsomal (FMic) de L. (L.) amazonensis. A linha pontilhada
plotada no gréfico representa o valor de DO do Cut-Off (0,138). Dentre os soros negativos encontram-
se os soros reagentes para 7. cruzi (pontos vermelhos). As absorbancias dos ensaios foram medidas a

490nm..
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Antigeno bruto (BIOMANGUINHOS)
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Figura 4.8 - Representacdo grafica do ELISA para deteccio de anticorpos anti-Leishmania
utilizando o kit ELISA - BIOMANGUINHOS . A linha pontilhada plotada no gréfico representa o
valor de DO do Cut-Off (0,150). Dentre os soros negativos encontram-se os soros reagentes para T.
cruzi (pontos vermelhos). As absorbancias dos ensaios foram medidas a 490nm.
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Tabela 4.4 — Positividade do ELISA com as fracoes subcelulares de Leishmania (L.)
amazonensis e antigenos brutos de Leishmania spp. nos diferentes grupos clinicos.

Caracteristicas Total FM FF FMic Ags. brutos
Clinicas de n (%) n (%) n (%) n (%)
soros
Assintomaticos 33 33 (100) 28 (84,8) 32 (96,7) 28 (84,8)
Oligosintomaticos 18 18 (100) 17 (94,4) 18 (100) 17 (94,4)
Sintomaticos 37 36 (97,3) 36 (97,3) 36 (97,2) 34 (94,4)
Naio infectados 53 4(7,5) 9(17) 3(5,7) 7 (13,2)

FM (fragdo de membrana), FF (fracdo de flagelo), FMic (fragdo microsomal), Ags brutos
(antigenos brutos de Biomanguinhos); n (nimero de soros que reagiram no ELISA).
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Figura 4.9 - Comparacido entre as curvas ROC de todos os antigenos utilizados: fracdo de
membrana (FM); fracdo de flagelo (FF); fragcdo microsomal (FMic) de L. (L.) amazonenesis; e (BIO)

antigeno bruto do kit BIOMANGUINHOS.
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Tabela 4.5 - Valores das areas sob a curva ROC

Antigenos AUCH* EP** IC (95%) ***
FM 0,994 0,006 0,962 a 0,999
FF 0,903 0,025 0,842 a 0,947

FMic 0,968 0,014 0,923 a 0,990
BIO 0,949 0,017 0,898 a2 0,979

eArea sob a curva ROC (Area Under the Curve- AUC); **Erro padrdo; ***Intervalo de

confianca

FM (fragdo de membrana), FF (fracio de flagelo) e FMic (fracio microsomal) de L.(L.)

amazonensis, BIO (kit ELISA — BIOMANGUINHOS).
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Tabela 4.6 - Comparacao entre as areas sob a curva ROC de todos os antigenos estudados

Fracoes Diferenca entra as EP* IC (95%) ** Significincia
areas sob a curva (p=)
FM x FF 0,09 0,020 0,04-0,13 0.000
FM x FMic 0,02 0,010 -0,002-0,045 0.07
FM x BIO 0,04 0,010 0,009-0,008 0,014
FF x FMic 0,06 0,020 0,023-0,106 0,002
FF x BIO 0,04 0,020 0,0006-0,009 0,047
FMic x BIO 0,01 0,018 -0,0179-0,0554 0,310

*Erro padrao; ** Intervalo de confianca.
FM (fragcdo de membrana), FF (fracdo de flagelo) e FMic (fracdo microsomal) de L.(L.) amazonensis,
BIO (kit ELISA - BIOMANGUINHOS).
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Discussio

A técnica de imunoensaio enzimatica, ELISA, é uma ferramenta util devido ao seu
facil manuseio, possibilidade de diagnédstico coletivo, e obtencdo de resultado independente
da subjetividade da leitura, como acontece em outros testes sorolégicos. Um dos objetivos do
ELISA ¢é determinar com precisdo a menor concentracdo para a substincia a ser analisada.
Entretanto, a padronizacio deste teste € problemaética, principalmente quando o antigeno a ser
utilizado € uma proteina. Isto ocorre devido a varios fatores como: perda de proteina no
momento do descongelamento da mesma; pipetagem manual, que pode interferir na
concentracdo da proteina a ser adsorvida; homogeneizacio correta da proteina com o tampao,
dentre outros. Estes fatores podem influenciar o resultado final, podendo proporcionar um
resultado falso-negativo ou falso-positivo, ndo sé para diagndstico de LVC, mas para outros
tipos de padronizagdo de ELISA (Stenman, 2001).

A padronizacido do ELISA utilizando as fragcdes subcelulares de L. (L.) amazonensis
realizada no presente trabalho também apresentou algumas dificuldades, como a obtengéo das
concentragdes ideais do anticorpo conjugado e da proteina a ser adsorvida nas placas. Os
soros controles utilizados para esta etapa foram diluidos 1:100 como proposto na técnica EIE
de Biomanguinhos. Apds encontrar a dilui¢do ideal do conjugado, nossos resultados
mostraram que independente da concentracdo de proteina adsorvida, ou seja, utilizando
0,125ng ou lpg de proteina por poco, de qualquer fracdo subcelular, € possivel diferenciar
soros controles positivos de soros controles negativos. Isso pode representar uma das
vantagens da utilizagdo destas fragdes como antigenos no ELISA. Na padronizac¢io do tampao
para adsor¢@o das proteinas, optamos por utilizar o tampao fosfato, que também ¢ utilizado
por outros autores em protocolos de ELISA (Aradjo et al.,, 1998; Mettler et al., 2005;
Malaquias et al., 2007). Um estudo para otimizagdo desta técnica realizada por outros autores
avaliou a efic4cia de quatro tampdes diferentes para dilui¢do de antigenos de Leishmania. Os
autores obtiveram melhores resultados quando utilizaram o PBS (Rajasekariah et al. 2001).
Em nosso trabalho também testamos outro tampao para diluicdo dos antigenos, o tampao
carbonato-bicarbonato. Entretanto, ndo houve diferencas nos resultados quando comparamos
os dois tampdes. Tanto o PBS como o tampdo carbonato-bicarbonato discriminou bem os
valores de DO dos soros negativos e positivos para cada fragdo subcelular. Através destes
resultados, avaliamos a reprodutibilidade e repetibilidade pelo intrateste (intraensaio) e
interteste (interensaio). A precisdo intrateste refere-se a repeticdo do teste no mesmo ensaio,
utilizando um mesmo soro negativo e positivo em varios pogos da placa, ou seja, por ensaios
em replicata do mesmo material. A precisdo interteste refere-se a repeticdo da mesma amostra
em testes realizados em dias e placas diferentes, também por pessoas diferentes. Os resultados
obtidos nesses testes devem ser homogéneos, a2 medida que se repetem nas mesmas condicoes,
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e serdo verificados através do coeficiente de variagdo (CV). Nossos resultados revelaram que
no intraensaio a fragdo microsomal (FMic) foi a fracdo subcelular que apresentou menor CV
quando testada com soros controles positivo (5,7%) e negativo (8,3%), seguida das fragdes de
membrana (FM) e flagelar (FF). No interensaio, os valores dos CV foram semelhantes com a
utilizacdo das trés fracdes subcelulares, tendo um menor valor na fragdo FMic relacionado ao
soro negativo, porém, no soro positivo o CV foi maior que 20%. Sabe-se que quanto menor
for o coeficiente de variac@o, melhor serd a reprodutibilidade do teste, portanto, os valores do
CV no intraensaio foram bem promissores, atingindo o méiximo de 15%. Um estudo
utilizando antigeno recombinante no ELISA revelou um CV inferior a 10% tanto no
intraensaio como no interensaio (Boarino et al., 2008). Estes dados foram semelhantes aos
nossos resultados com a FM e a FMic no intraensaio, mas no interensaio foram bem menores
em relacdo ao nosso, provavelmente por utilizarem diferentes antigenos ou diferentes
esquemas de padronizacio.

Os parametros soroldgicos como a sensibilidade, especificidade e linha de corte (Cut-
Off) foram avaliados através da curva ROC (Receiver Operating Characteristic). Geralmente
os valores de cutoff no ELISA e em outros testes diagndsticos sdo estabelecidos como a
média das absorbancias das amostras da populacdo de referéncia negativa mais dois desvios
padrdes. Entretanto, alguns autores consideram que essa metodologia pode conduzir a erros
(Barjas-Rojas e col. 1993, Richardson, 1998). A curva Roc foi introduzida como um método
estatistico para determinar as caracteristicas operacionais de um ensaio de laboratdrio e,
mesmo, para comparagdo entre dois ou mais ensaios, evitando os problemas que ocorrem
quando sdo utilizados outros métodos (Zweig e col., 1993, Gall & Nielsen, 2001). Optamos
por esse teste estatistico porque ele permite a andlise da variacdo da sensibilidade e
especificidade para diferentes valores de corte, além da comparagdo entre os ensaios avaliados
através de um grafico, o que torna mais simples e compreensivel a andlise dos resultados
(Greiner et al., 2000; Ribeiro et al., 2007). Na analise estatistica utilizando a curva ROC, ao
comparamos a drea sob a curva obtida com o emprego da FM e da FMic, ndo observamos
diferencas significativas entre elas (P=0,07), podendo-se concluir que ambas as fracdes
apresentam bom desempenho no teste. A antigenicidade da FMic pode ser explicada por esta
possuir antigenos intracelulares que permitem boa imunoreatividade soroldgica. Trabalhos
realizados para avaliacdo das caracteristicas bioquimicas de cada fragdo subcelular de L. (L.)
amazonensis, verificaram a existéncia de um epitopo protéico presente no peptideo de 35kDa
na FMic. Este epitopo se mostrou imunodominante durante a resposta humoral apds
imunizacdes sucessivas com a fracdo no modelo murino, e poderia estar também enriquecido
na FM (Paula, 2003). Estes dados corroboram os dados obtidos neste trabalho, onde as fracdes
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FM e FMic mostraram melhor desempenho e antigenicidade semelhantes no teste ELISA.
Requena et al. (2000) criaram o termo pan-antigeno para agrupar antigenos conservados que
se apresentam como potentes imundgenos durante a infec¢@o por Leishmania spp. Segundo os
autores, para que um antigeno seja encaixado nesta categoria € necessario que tenha as
seguintes caracteristicas: ser um abundante componente celular; ter um alto grau de
conservagdo durante a evolugdo; formar uma estrutura estdvel e com diferentes componentes;
ser alvo para autoanticorpos em doencgas autoimunes (Requena et al, 2001). Dentre os pan-
antigenos sugeridos por eles, estdo diferentes componentes intracelulares como histonas,
proteinas de choque térmico (HSPs) e proteinas ribossomais. E possivel que alguns destes
componentes, especialmente as proteinas ribossomais, estejam presentes na FMic, explicando
assim, o seu grande poder imunogénico (Paula, 2003).

A sensibilidade de um teste diagndstico € determinada pela porcentagem de amostras
positivas detectados pelo teste entre as amostras sabidamente positivas. A especificidade, pela
porcentagem de amostras negativas, também previamente determinadas por outras técnicas de
diagnéstico. Um resultado é considerado falso positivo quando uma amostra é sabidamente
negativa, entretanto, apresenta resultado positivo no teste avaliado. Ao contrario, um resultado
falso negativo é aquele obtido em amostras sabidamente positivas (Lira et al., 2005). Os
resultados obtidos com as trés fracdes subcelulares, no presente trabalho, apresentaram
valores bem semelhantes quanto a sensibilidade e especificidade. Com a FM obtivemos
95,5% e 98,1%, com a FMic 93,2% e 94,3% e com a FF 89,8% e 88,7% respectivamente.
Apenas a FF apresentou um desempenho inferior em relacdo as outras duas fracdes e ao
antigeno bruto de Leishmania spp, que apresentou 89,9% de sensibilidade e 92,5% de
especificidade. Estes resultados foram pouco superiores aos achados por Lira et al. (2005),
que observaram sensibilidade de 72% e especificidade de 87,5% no kit EIE Biomanguinhos
quando aplicado em c@es sintomaticos e parasitologicamente positivos para LVC. A fracio
que apresentou melhor desempenho no teste ELISA foi a FM, em relagdo ndo sé as outras
fracdes mas também ao antigeno bruto de Biomanguinhos. Provavelmente isto se deve a
localizacdo destas proteinas no parasito. Sao com estas proteinas que as células do sistema
imunolégico do hospedeiro t€m o primeiro contato.

Através dos graficos de dispersao foi possivel observar que ndo houve diferenca entre
os valores de DO obtidos com soros de cédes sintomdticos, oligossintomaticos e
assintomaticos. A FM e a FMic foram as fracdes que menos apresentaram resultados falso-
positivos e falso-negativos. J4 a FF e os antigenos brutos de Biomanguinhos apresentaram
resultados falso-negativos considerdveis, principalmente nas amostras de cies assintomaéticos,
(4/33) e (6/33) respectivamente. A detecg@o de praticamente 100% dos cdes assintomdticos na
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FM e FMic indicam resultados promissores para o diagnéstico de LVC, ja que cées
assintomdticos possuem baixa producdo de anticorpos na infec¢do por Leishmania spp.
Portanto, estas fracdes mostraram alta sensibilidade na detec¢do de anticorpos no grupo dos
cdes assintomdticos, o que chama atengcdo para estudos mais aprofundados no potencial
antigénico destas.

A reagdo de Imunofluorescéncia Indireta, que emprega antigenos brutos, ainda é o
método preconizado pelo Ministério da Saide em inquéritos soro-epidemioldgicos para
determinacgdo da incidéncia de LVH e LVC (SVS, 2006). Entretanto, um estudo comparando
duas técnicas de diagndstico, RIFI e ELISA, revelou que a aplicacdo destes antigenos nos
testes soroldgicos deve ser feito em conjunto, ou seja, um tnico teste soroldgico utilizando
antigenos brutos ndo seria suficiente para o diagndstico de LVC, havendo a necessidade de ser
utilizado pelo menos dois testes soroldgicos (Lira et al., 2005). Nos nossos resultados, os
antigenos brutos utilizados no Kit Biomanguinhos ndo apresentaram reacdo cruzada com
nenhum soro positivo para 7. cruzi, mas sua especificidade foi comprometida por apresentar
uma considerdvel quantidade de falso-negativos.

A utilizagdo de antigenos recombinantes e purificados no teste ELISA melhora a
sensibilidade e especificidade do diagndstico para LV (Reed et al., 1990; Scalone et al., 2002;
Rosdrio et al., 2005). Porrozi et al. (2007) avaliaram os antigenos recombinantes k26, k39 e
A2 no teste ELISA para diagndstico de LVC. Os antigenos rk26 e rk39 demonstraram alta
sensibilidade na detec¢do de cdes sintomdticos, 93% e 100%, respectivamente; enquanto o
rA2 mostrou ser mais sensivel para detec¢do dos cdes assintomdticos, sugerindo a utilizagdo
destes antigenos na identificacdo de cdes infectados. As proteinas recombinantes também
estdo sendo utilizadas em técnicas imunocromatrograficas para diagnéstico rapido da LV em
dreas endémicas. Os kits imunocromatogréficos dispensam as etapas de incubagado e aparelhos
para leitura, sendo de facil manuseio para qualquer profissional em trabalhos de campo onde,
em geral, a infraestrutura € precaria. Quando foi utilizado um teste imunocromatrografico
utilizando o rk39, Teste rapido para antigenos de Leishmania donovani (TRALd), ndo foi
observado reacdo cruzada com outras doencas como: leishmaniose cutanea, doenca de
Chagas, tuberculose, hanseniase e esquistossomose (Badar6, 1996). O mesmo teste aplicado
em cdes de dreas endémicas para LVC apresentou sensibilidade e especificidade elevadas,
porém o teste ndo foi capaz de detectar a infec¢do em cdes com titulos de anticorpos inferiores
a 1:320 obtidos pela RIFI (Genaro et al., 1997). Existem outros testes imunocromatrograficos,
a maioria utiliza o antigeno rk39 para diagnéstico de LVH e LVC, como o DiaMed IT Leish e
o kalazar detect™. Este tltimo teve seu desempenho avaliado em cdes com e sem sinais
clinicos de LVC, e comparado ao ELISA com antigenos brutos de Leishmania spp. Os autores
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observaram uma sensibilidade menor que a obtida com o ELISA, 83% contra 95%, e
especificidade de 100% nos dois testes (Lemos et al, 2008). Pode-se notar que a
especificidade ¢ alta quando se utilizam antigenos recombinantes nos testes soroldgicos,
porém a sensibilidade é prejudicada na maioria deles. Devemos ressaltar também que a
técnica da producdo destes antigenos é trabalhosa devido a produg¢do de plasmideos
bacterianos para sua obtencao, além de requerer estrutura apropriada para sua producao.

Escolhemos a espécie L.(L.) amazonensis para obtengdo das fra¢des subcelulares
utilizadas neste trabalho primeiramente porque embora esta espécie esteja relacionada as
manifestagdes cutaneas da leishmaniose, vérios trabalhos t€ém demonstrado a visceralizagdo
desta espécie para 6rgaos como o cérebro (Abreu-Silva et al., 2003), figado, baco (Almeida et
al., 1996; Abreu-Silva et al., 2004) e medula 6ssea (Barral et al, 1986; Barral ef al., 1991).
Outro fator € a possibilidade dessa espécie estar sendo transmitida por flebotomineos no
peridomicilio e ser responsavel por uma condi¢@o clinica bem semelhante a LV causada por
L. (L.) chagasi em caes (Tolezano et al., 2007). Além disso, trabalhos recentes observaram a
possibilidade de se utilizar antigenos de L. (L.) amazonensis no teste ELISA para diagndstico
de LVC (Rosario et al.,2005; Valle et al., 2008) e LVH (Badaré et al., 1985), com valores de
sensibilidade e especificidade semelhantes aos encontrados nos nossos trabalhos utilizando
fracdes subcelulares. Somado a tudo isso, a L. (L.) amazonensis, diferentemente da L.(L.)
chagasi, possui excelente crescimento em meio de cultura liquido, proporcionando o
crescimento de promastigotas em larga escala em um tempo menor e, consequentemente,
obtencdo de quantidades satisfatorias de proteinas nas fragdes subcelulares através da técnica
de fracionamento.

O fracionamento subcelular é uma das ferramentas da biologia molecular muito
utilizada para verificar a localizacdo ou isolamento de proteinas na célula (Wilson et al.,
1992; Luga et al., 2009; Sant'Anna et al., 2009). O fracionamento subcelular de
tripanossomatideos foi inicialmente desenvolvido por Pereira et al (1978), e tinha como
objetivo a obtencdo de proteinas concentradas de Trypanosoma cruzi, que seriam purificadas
e avaliadas pelas suas propriedades imunogénicas, para protocolos de vacinagdo associados a
imunomoduladores. A técnica foi adaptada a outras espécies de tripanossomatideos, como L.
(L.) amazonensis, que mostrou resultados bem diferentes em rela¢do a fracdo de membrana,
que possui um perfil bioquimico mais proximo ao da fra¢do de flagelo. No caso do T. cruzi, a
FM forma vesiculas (Pereira et al., 1978), enquanto a FM de L. (L.) amazonensis apresenta
microtibulos associados sem formacdo de vesiculas (do Valle er al, 2007). As fracdes
subcelulares de Leishmania (L). amazonensis t€m sido utilizadas em associacdo a
imunomoduladores em protocolos de imuniza¢do no modelo murino. Estudos anteriores da
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nossa equipe utilizando fracdes de membrana (FM), flagelo (FF) ou fracdo microsomal
(FMic) de L. (L.) amazonensis em associagdo com dois imunomoduladores, o BCG e a
ciclofosfamida, mostraram uma indugdo da resposta Thl em camundongos (do Valle et al.,
2007). Gongalves da Costa & Lagrange (1981), também em experimentos in vivo, mostraram
a imunogenicidade da FF de 7. cruzi associada a imunomoduladores na doenca de Chagas
experimental. A idéia de empregar estas fracdes foi baseada em duas hipdteses. Em primeiro
lugar, estas fragdes se mostram na forma de componentes particulados que seriam mais
indicados do que os componentes soliveis para a indu¢do de imunidade celular. Além disso,
algumas das fra¢des ribossomais expressam epitopos imunogénicos e indutores de respostas
ligadas a imunoprotecdo. Assim, estas seriam privilegiadas por apresentarem em suas
estruturas, componentes com propriedades adjuvantes, como por exemplo, grande
concentracdo de RNA (Paula, 2003).

Devido a progressiva urbanizagéo e expansdo geogrifica, a leishmaniose visceral (LV)
vem apresentando mudangas importantes em seu padréo de transmissdo, acometendo regides
anteriormente consideradas indenes, como a regido sul do pais (Costa, 2008). O controle da
doenca tem se mostrado dificil, e a experiéncia adquirida nas tultimas décadas revela a
necessidade de se utilizar medidas de controle de forma integrada, o que inclui diagnéstico
precoce e controle de vetores e reservatorios. Entre as estratégias preconizadas pelo
Ministério da Satide, a elimina¢do dos reservatdrios caninos constitui uma importante acao
que, para ser executada, exige uma correta identificacdo dos cdes infectados. Alguns autores
discordam desta estratégia baseando-se em estudos de correlagdo entre a incidéncia da
leishmaniose visceral canina (LVC) e a leishmaniose visceral humana (LVH). Dados obtidos
entre os anos de 1990 e 1994 revelaram que mais de 80.000 cdes com LVC foram
eutanasiados no Brasil, porém, a doenca humana aumentou em quase 100% neste periodo
(Ribeiro, 2007). Fato parecido ocorreu em um estudo feito no Espirito Santo, onde foi visto
que a eliminagdo de cées infectados ndo resultou diferenca estatisticamente significativa entre
a incidéncia da conversdo soroldgica da doengca em humanos (Dietze et al., 1997). Outro
estudo de controle para LV mostrou que a eliminag¢do dos cies, a curto e médio prazos, é
insuficiente para a erradicacdo da LVC, e a longo prazo, ndo promove diferencas estatisticas
em relacdo as areas sem intervencdo (Ashford er al., 1998). Por outro lado, alguns autores
consideram a eutandsia dos caes uma alternativa valida para o controle da doenga, pois através
de estudos realizados em areas endémicas, observaram que a doenga canina precede a doenga
humana, sendo a LVC responsével pelo avanco da LVH (Oliveira et al., 2001; Falqueto et
al.,2009). Frente a estes conflitantes estudos em relacdo ao impacto da eliminacdo de caes
soropositivos no controle da LV no Brasil, é de extrema importdncia evitar a eutanasia de cies
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falso-positivos, levando-se em consideracdo o papel socio-cultural que esses animais
representam para a sociedade. Além disso, com o advento de uma vacina no mercado, a
Leishmune®, torna-se importante diferenciar animais vacinados de animais infectados, pois a
vacina induz uma sorologia positiva para LVC, mesmo que estes ndo apresentem infeccio
(Borja-Cabrera et al., 2004; Santos et al., 2007). O teste diagndstico ideal deve reunir
caracteristicas essenciais como baixo custo, facilidade de execugfo, resultado rdpido, e alta
sensibilidade e especificidade, evitando assim reag¢des cruzadas com outras doencas (Waneska
& Bevilacqua, 2004).

Muitos estudos t€m focado a procura de um antigeno ideal para ser utilizado em testes
sorologicos para LV. Apesar da introducdo de novas técnicas na area de diagndstico, ainda
ndo ha disponivel um teste que retina ndo s6 o melhor antigeno, mas todas as caracteristicas
consideradas desejdveis para um diagnéstico eficaz. As fracdes subcelulares de L. (L.)
amazonensis mostraram-se antigénicas no ELISA, principalmente quando comparadas aos
antigenos brutos. Além da padronizacdo, hd a necessidade de estudos mais aprofundados para
a aplicacdo destas fracdes no diagndstico de LVC. Nossas perspectivas estdo relacionadas
com a busca e caracterizacio de proteinas mais antigénicas presentes nas fracdes FF e FMic,
para uma possivel utilizagdo em diagndsticos soroldgicos mais eficazes. Além disto,
pretendemos também testar a eficacia destas fragdes em ELISA para investigacdes
soroepidemioldgicas em gatos (Felis catus). O estudo da infeccdo em gatos vem ganhando
importancia para a Satdde Publica ndo apenas no Brasil, como também na Europa (Mancianti,
2004; Silva et al., 2008). Pode ser que o gato tenha uma importante participagcdo no ciclo de
transmissdo da doenga, o que também pode estar associado com a expansdo da LV no Brasil e
no mundo. Desta maneira, poderemos contribuir para o desenvolvimento de um Kit que nos

permita avaliar o papel desse animal como possivel reservatério doméstico da LV.
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Conclusoes

A técnica de fracionamento subcelular de promastigotas de Leishmania (L.)
amazonensis empregada neste trabalho revelou-se satisfatéria para obtencao das fracdes
de membrana, de flagelo e microsomal, mostrando que estas possuem perfis distintos de

polipeptideos

As trés fracdes subcelulares de L. (L.) amazonensis revelaram diferentes graus de
antigenicidade para deteccdo de anticorpos anti-IgG de caes naturalmente infectados por

Leishmania (L.) chagasi.

Os valores de sensibilidade e especificidade dos ensaios imunoenzimaticos avaliados
pelo teste da curva ROC, com as fragdes de membrana e microsomal, foram maiores

quando comparado ao extrato total do parasito - kit de Biomanguinhos.

A maioria dos soros do grupo assintomatico foi positivo no ELISA utilizando as trés

fracdes subcelulares testadas.

As fragdes de membrana e microsomal tiveram desempenhos semelhantes no teste; a FM
teve sensibilidade de 95,5% e especificidade de 98,1%, maior drea sob a curva ROC, e
apresentou menor nudmero de resultados falso-positivos e falso-negativos, quando
comparadas aos antigenos brutos utilizados no ELISA. Isto sugere que a fracdo de
membrana foi a fragdo que apresentou melhor antigenicidade em relacdo as outras

testadas.
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Anexos

Meio LIBHIT
GlICOSE...ccueieieeeeeeeeeee e 2g
TIIPtOSE...veeuveeieeeerierieeee e 2g
Infusdo de cérebro e coragio........ 2g
Infusdo de figado.......c..cccec...... 50mL
Solucido salina 10x conc........... 50mL
Soro fetal bovino...................... 50mL
Hemoglobina..........cccceevuveenennn. 2mL
H20 destilada...................... 1000mL

Solugéo salina 10x concentrada:
NaCl..ooieieiieieeeeeeee 2g
KCl.ooiiiiicice 20g
Na2HPO4 2H20................. 57,2g
H20 destilada q.s.p............ 500mL

Fracionamento subcelular:

Tampao de lavagem (TPMN)

NaCl IM..ccccooviiniiiieceenee, 20mL
K2HPO4 0,2M.......cccceeueeuee 20mL
MgCI2 0,5M......cocvvuereanene. 0,5mL
H20 dest. @.5.p.ceeeeeveeenenne 200mL

Tampdo S (Sacarose SOmM em Tris HCI 10mM - pH 7.5)

Sacarose.......cceeveeeieeieeieeneene SmL
Tris HCI IM pH7.5................ ImL
H20 dest. @.5.p.eeceeeveeennne 400mL

Sacarose 1M Tris HCI 10mM pH 7.5

Sacarose.......ooevvevviueeeeennnns 34,2mL

Tris HCI IM pH 7.5................ ImL

H20 dest. g.8.p.ccveeeeveeenen. 100mL
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Tris HCI 10mM pH7.5
Tris HCI IM pH 5.0................. 2mL
H20 dest. @.8.p.cvveeevveenieenns 200mL
Lubrol 10%
Sacarose 5%
Sacarose 25%
Tampdo para ajuste de condigdes isotdnicas:
Sacarose 1M em Tris HCl mM pH 7.5................ 4,5mL

Tris HCI 1I0mM pH 7.5....cooiiiiiiiieee 5,5mL

Tampdo TMK (tampao para obtencio de fracdo microsomal)

MgCI2 10MM......ooiviiiiiiiiieceeeeeee 2,03g
KCI25mMM....ooiiiiiiiiiieieniccceeece e 1,86¢g
Tris-HCl 10mM pH 7,4....cooiiiiiiieeeee, 1,21g
5 120 Ia 3 o ORI 1000mL

(Penicilina 200U/ml - Estreptomicina 200pg/mL)

Tampao PBS —pH 7.2
NaCl 7,6g

NaH2PO4 0,275¢g
Na2HPO4 1,13g

Agua destilada qsp 1000mL
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