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RESUMO

O diagnostico de Leishmaniose Visceral Canina (LVC) é baseado em dados
epidemioldgicos, achados clinicos e laboratoriais, entretanto ainda é considerado um
diagndstico complexo, visto que algumas doencgas compartilham sintomatologia similar.
Diferentes técnicas podem ser utilizadas como testes sorologicos, exames
parasitolégicos e/ou moleculares. Em busca de se obter um método mais especifico de
diagnostico sorolégico da LV, vem se realizando pesquisas com a utilizacdo de
antigenos recombinantes de Leishmania sp., uma vez que o problema na utilizacao de
proteinas totais para o diagnostico da doenca € a existéncia de reacOes cruzadas entre
soros de animais infectados com outros patdégenos. O objetivo deste trabalho foi avaliar
0 uso de diferentes proteinas recombinantes de Leishmania infantum chagasi no
diagnostico soroldgico da leishmaniose visceral canina pelo método de ELISA. O perfil
clinico dos animais foi avaliado em pontuacdes e o somatdrio dessas pontuacdes era
dado como escore do animal incluido em uma ficha de avaliagdo. A técnica de ELISA
foi realizada utilizando antigeno total de Leishmania (SLA) e sete (07) antigenos
recombinantes (LiP2a, LiP2b, LiPO, HSP70, HSP83, KMP-11 e H2A). A leitura das
placas foi realizada em espectofotdbmetro com comprimento de onda de 490 nm, em
software SolftMax Pro 5.0. Na andlise estatistica foi utilizados os testes de ANOVA,
Kruskal Wallis e Dunn’s com multiplas comparagdes de média e significancia de 5%. O
ponto de corte de cada antigeno foi estabelecido utilizando-se a curva ROC-AUC,
baseado na maior sensibilidade e especificidade. Dentre todas as proteinas testadas, a
que apresentou melhor resultado foi a LiP2a, a qual conseguiu discriminar bem soros de
cdes positivos (sintomaticos e assintomaticos) de cdes negativos e distinguiu 0s animais
positivos dos demais grupos (erliquiose canina e vacinados contra a doenca),
apresentando diferenca significativa, além de demostrar melhor desempenho frente ao
SLA. Assim, a proteina recombinante LiP2a apresenta-se bastante promissora para ser
utilizada com um antigeno alternativo para diagnéstico, com uma boa sensibilidade e
especificidade nos testes de ELISA.

Palavras-chave: ELISA, calazar, antigenos, sorologia, cédo.
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ABSTRACT

The diagnosis of Visceral Canine Leishmaniasis (LVC) is based on epidemiological
data, clinical and laboratory findings, however it is still considered a complex diagnosis,
since some diseases share similar symptoms. Different techniques can be used as
serological tests, parasitological and / or molecular tests. In order to obtain a more
specific method of serological diagnosis of VL, research has been carried out with the
use of recombinant antigens of Leishmania sp., Since the problem in the use of total
proteins for the diagnosis of the disease is the existence of reactions Animals infected
with other pathogens. The objective of this work was to evaluate the use of different
recombinant proteins of Leishmania infantum chagasi in the serological diagnosis of
canine visceral leishmaniasis by the ELISA method. The clinical profile of the animals
was evaluated in scores and the sum of these scores was given as a score of the animal
included in an evaluation form. The ELISA technique was performed using total
Leishmania antigen (SLA) and seven (07) recombinant antigens (LiP2a, LiP2b, LiPO,
HSP70, HSP83, KMP-11 and H2A). The plates were read in a spectrophotometer with a
wavelength of 490 nm in SolftMax Pro 5.0 software. In the statistical analysis, the
ANOVA, Kruskal Wallis and Dunn's tests were used with multiple mean and
significance comparisons of 5%. The cutoff point of each antigen was established using
the ROC-AUC curve, based on the highest sensitivity and specificity. Among all the
proteins tested, LiP2a was able to discriminate well from positive dogs (symptomatic
and asymptomatic) from negative dogs and distinguished the positive animals from the
other groups (canine and vaccinated dogs). Presenting a significant difference, besides
showing a better performance against SLA. Thus, the recombinant LiP2a protein is very
promising to be used with an alternative diagnostic antigen with good sensitivity and
specificity in ELISA tests.

Keywords: ELISA, calazar, antigens, serology, dog.
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1 INTRODUCAO

As doencas causadas por parasitas representam um grave problema de saude
publica nos paises pobres e em desenvolvimento (AULT, 2007). Dentre os inimeros
parasitas de importancia médica, destacam-se diferentes espécies do género Leishmania,
protozoario agente de um amplo espectro de doencas, coletivamente referidas como
leishmanioses (ALVAR et al., 2006; DUJARDIN, 2006). A qual se encontra entre as
seis endemias consideradas prioritarias no mundo (WHO, 1990; DESJEUX, 2004).

Dependendo da espécie de Leishmania envolvida, a infeccdo pode causar
sintomatologia diferenciada, indo desde a forma cutanea até a forma mais grave, a
visceral (SCOTT et al., 2004, ALVAR et al., 2006; DUJARDIN, 2006).

A leishmaniose visceral canina (LVC), conhecida também como calazar, € uma
antropozoonose que acomete canideos silvestres e domésticos (HERWALDT, 1999;
SILVA, 2007; SCHIMMING et al., 2012). O agente etioldgico da doenca em nosso pais
é a Leishmania infantum chagasi (GONTIJO e MELO, 2004).

A leishmaniose visceral (LV) tem ampla distribuicdo ocorrendo na Asia, na
Europa, no Oriente Médio, na Africa e nas Américas, onde neste ultimo continente
também ¢é denominada leishmaniose visceral americana (LVA) (MISSAWA e LIMA,
2006; MINISTERIO DA SAUDE, 2014). Na América Latina, a doenca ja foi descrita
em pelo menos 12 paises, sendo que 90% dos casos ocorrem no Brasil, especialmente
na Regi&o Nordeste (SILVA, 2007; MINISTERIO DA SAUDE, 2014).

No momento presente ainda ndo existe um método ideal que garanta
sensibilidade e especificidade de 100% no diagnostico da LV no qual possa identificar
caes doentes e/ou portadores da infeccdo. Esse problema é maior quando se constata que
também ndo hé testes adequados para distinguir cdes sintomaticos de assintomaticos e
também de vacinados. A presenca de anticorpos dirigidos contra proteinas do parasita
(KAR, 1995; BARBIERI, 2006; REIS et al., 2006) tem permitido o desenvolvimento de
métodos de sorodiagnésticos utilizando  diferentes  técnicas: técnicas de
imunofluorescéncia indireta “western blot”, imunocromatografia e teste ELISA (do
inglés Enzyme-Linked Immunosorbent Assay). Porém, apés a identificagcdo de proteinas
antigénicas com técnicas genomicas ou proteomicas foram descritas diferentes proteinas
do parasita com potencial diagnéstico (KUBAR, 2005; SOTO, 2009).
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Os testes realizados nos ualtimos anos utilizando proteinas recombinantes
melhoram a especificidade do diagnostico da forma sintomatica de cdes e de
leishmaniose visceral humana. Nesse sentido deve ser dada énfase a pesquisa de
componentes antigénicos purificados que possam ser utilizados como ferramenta para
obtencdo de um diagnostico especifico, assegurando maior sensibilidade e
especificidade aos testes (GONTIJO e MELO, 2004; KUBAR e FRAGAKI, 2005;
DOURADO et al., 2007).

O objetivo deste trabalho foi avaliar o uso de diferentes proteinas
recombinantes de Leishmania sp., ja descritas como: a KMP-11, H2A, HSP83, HSP70,
PO, P2a e P2b no diagndstico soroldgico da LVC pelo método de ELISA, no intuito de
evitar possiveis reacfes cruzadas e que possam ser capazes de distinguir entre animais
sintomaticos e assintométicos, assim como, portadores de erliquiose e animais

vacinados contra a doenga, com o0s animais realmente doentes.

1.1 Estruturacéo da Dissertagao
Esta dissertacdo apresenta a seguinte estrutura formal: Introducdo e Revisédo
de Literatura, redigidas segundo as normas editoriais do Programa de P6s-Graduacgédo
em Ciéncia Animal (PPGCA) da Universidade Federal do Piaui (UFPI); um capitulo, na
forma de artigo cientifico a ser submetido a publicacdo, assim intitulado: Capitulo | —
“Proteinas recombinantes e sua eficacia no diagnostico de leishmaniose visceral
canina.”, onde foi redigido e formatado segundo as normas do peridédico Experimental

Parasitology e Consideracdes finais.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Histdria da Doenca
No ano de 1885 aconteceram na India os primeiros casos de leishmaniose
visceral (LV) em humanos e, apenas em 1903, o agente causador desta enfermidade foi
descoberto e descrito por William Boog Leishman e Charles Donovan (LEISHMAN,
1903; ROSS, 1903). No Brasil, uma das primeiras observagdes da infec¢cdo em cées por
Leishmania spp. foi realizada por Evandro Chagas que demonstrou a existéncia da
doenca no homem, no cdo e a infeccdo do flebotomineo Lutzomyia longipalpis
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(CHAGAS, 1936; CHAGAS et al., 1938). A doenca passou a ser de notificacdo
obrigatoria em 1978 (FUNASA, 1999).

Esta doenca e conhecida no Piaui desde a década de 80, quando Teresina, a
capital do estado, foi sede da primeira epidemia de LV em ambiente urbano no Brasil,
decorrente principalmente dos deslocamentos populacionais provocados pelas
sequencias de secas no interior do Estado (COSTA et al., 1990). Com o processo de
urbanizacdo, a LV nas ultimas décadas apresentou ocorréncias em outras regifes do
pais, além do nordeste. Entre os anos de 2006 e 2008, a transmissdo autdctone da LV foi
registrada em mais de 1.200 municipios em 21 estados da federacdo (SILVA et al.,
2001; WERNECK, 2010).

2.2 Epidemiologia e Distribuigéo

A leishmaniose é endémica em 98 paises distribuidos em quatro continentes,
sendo a maior incidéncia observada em regides tropicais e subtropicais, a maioria dos
quais classificados como em desenvolvimento, onde existem cerca de 350 milhdes de
pessoas vivendo em éarea de risco (WHO, 2010). Em 2014, mais de 90% dos novos
casos de LV notificados a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) ocorreram em seis
paises: Brasil, Etiopia, india, Somalia, Sud&o do Sul e Suddo (WHO, 2017).

No Brasil, a LV € uma doenca reemergente, obtendo-se registro de casos em 21
estados da Federacdo, sendo as principais areas endémicas localizadas na regido
nordeste, devido principalmente as caracteristicas econdmicas e culturais das
populacdes, predominando, sobretudo nos estados da Bahia, Ceard, Piaui e Maranhao
(RATH et al., 2003; PORTAL DA SAUDE - MS, 2015). Entretanto a expansdo da
doenca para areas consideradas ndo endémicas, também tem sido observado em varias
regides brasileiras, como na regido sudeste, principalmente em Minas Gerais e Sao
Paulo, na regido norte com ocorrencia maior estado do Para e Tocantins, e com menos
incidencia de casos nas demais regides do pais (DE PAULA et al., 2009; SOUZA et al.,
2009; PORTAL DA SAUDE - MS, 2015).

Nas ultimas décadas, a LV vem sofrendo um processo de urbanizacéo, pois
cidades de médio ou grande porte tém sido acometidas por verdadeiras epidemias. Além
do Nordeste, que no ano de 2010 abrangeu 47,1% dos casos, outras regides foram
envolvidas por esse processo como: Norte (18,0%), Sudeste (17,8%), Centro-Oeste

(8,6%) e Sul (0,1%). Esta ocorréncia possui a influéncia de aspectos geogréaficos,
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climaticos, sociais e econdmicos (LAZARI, 2007; LAURENTI 2009; BRASIL-
MINISTERIO DA SAUDE, 2012).

2.3 Agente Etiologico

O agente etioldgico da doenca € um protozoario pertencente a ordem
Kinetoplastida e a familia Trypanosomatidae, parasita intracelular do género
Leishmania que se caracteriza por apresentar mitocondria Unica, possuir uma por¢do
rica. em KDNA (material genético mitocondrial), denominado cinetoplasto (ROSS,
1903; GRIMALDI JUNIOR e TESH, 1993).

Estudos realizados com base na analise genética, amplificacdo de DNA
polimérfico, anélise de sequéncia de gp63, e hibridizacdo de L. chagasi e L. infantum,
demonstraram que ndo existe diferenca genética entre ambas e, por essa razdo, devem
ser consideradas como sinénimos, sendo denominada por alguns autores de Leishmania
(Leishmania) infantum chagasi (GONTIJO e MELO, 2004; SHAW et al., 2006).

Sé&o parasitas heteroxenos, ou seja, possuem dois hospedeiros durante seu ciclo
de vida, um invertebrado, no qual o parasita se desenvolve no tubo digestivo e outro
vertebrado, onde ha o desenvolvimento do agente principalmente, em células do sistema
fagocitico mononuclear (SFM). As leishmanias sdo microrganismos intracelulares
obrigatorios, que apresenta duas formas principais durante seu ciclo vital, a
promastigota, forma flagelada encontrada no hospedeiro invertebrado, considerada a
forma infectante e a forma amastigota, com flagelo rudimentar que se multiplica em
fagolisossomos de macrofagos dos hospedeiros vertebrados (PESSOA, 1982;
MARZOCHI, 1992; HERWALDT, 1999).

2.4 Vetor e Transmissao

A transmissdo da doenca ao hospedeiro ocorre durante a picada de fémeas
hematdfagas do inseto vetor, este pertence a ordem diptera, familia Psychodidae,
subfamilia Phlebotominae, das espécies Lutzomyia longipalpis e L. cruzi, conhecidos
popularmente como flebotomineos e vulgarmente, como “mosquito-palha” e “birigui”.
Somente as fémeas destes insetos alimentam-se de sangue para a maturacdo dos seus
0Vvo0s, que ocorre sete dias ap0s o repasto sanguineo. Ao picarem o homem ou animal,
produzem escarificacbes na epiderme, rompendo capilares e formando um “lago” de
onde obtém o sangue (PESSOA e BARRETO, 1948; FEITOSA et al., 2000;
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CAMARGO e BARCINSKI, 2003; GONTIO e MELO, 2004; MISSAWA e LIMA,
2006; CAMARGO et al., 2007).

2.5 Reservatorios

Os hospedeiros vertebrados na LV sdo animais selvagens, como: roedores,
tatus, raposas e preguicas, e animais domeésticos, como cées, gatos e o préprio homem.
No ambiente doméstico, o cdo (Canis familiaris) é considerado o principal reservatério
do parasita, tendo assim um papel chave no ciclo hospedeiro/reservatdrio/vetor
(ASHFORD, 2000; COURTENAY, 2002, CHAMIZO, 2005; DANTAS-TORRES,
2009). O cdo é o reservatorio natural mais relevante, e por essa razdo é considerado um
importante elo na transmissdo da leishmaniose humana (SILVA et al., 2007;
VERCOSA et al., 2008).

Os cdes, por apresentarem elevado parasitismo cutaneo, sdo altamente
eficientes na manutencdo da doenca nos focos endémicos, favorecendo assim, a
infeccdo dos vetores (AGUIAR et al.; 2007; MAIA-ELKHOURY et al; 2008). A pele,
nestes animais, € 0 6rgdo que mais comumente apresenta sinais de LV e a presenca do
parasita na pele reforca o importante papel na transmissdo e no ciclo do parasita
(QUEIROZ et al., 2010). Do ponto de vista epidemiolégico, a doenca canina é mais
importante que a humana uma vez que parece preceder os casos humanos (MARZOCHI
etal. 1985; SCOTT et al., 2001; MATTOS et al., 2004; LUVIZOTTO et al., 2005).

2.6 ManifestacGes Clinicas

As manifestagdes clinicas da LVVC sdo altamente variaveis. Os animais, uma
vez infectados, podem permanecer em um quadro infeccioso assintomatico ou podem
apresentar uma doenca progressiva com sinais clinicos variados, ou seja, desde um
aparente estado sadio a um severo estado final de doenca (CIARAMELLA et al., 1997;
REIS et al., 2006). Os sinais clinicos mais frequentes em cdes com LVC sdo
linfadenopatia, lesdes do focinho ou orelha (Ulceras), apatia, anorexia, perda de peso,
mucosas palidas, onicogrifose, lesbes cutaneas, hemorragia, despigmentacéo do focinho
ou labio, alopecia, blefarite e ceratoconjuntivite (REIS et al., 2006, SILVA et al., 2017).
Alguns estudos realizados na Colémbia, Espanha e Brasil, apontam correlacéo positiva
entre presenca destes sinais clinicos e a capacidade dos reservatorios em transmitir a
infeccdo (MOLINA et al., 1994; ALMEIDA et al.,, 2005). Silva et al. (2017)
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demonstraram que a pontuacéo clinica aumenta de acordo com a positividade dos testes
diagndsticos, ou seja, quanto maior a sintomatologia maior a possibilidade do animal
ser diagnosticado positivo.

2.7 Resposta Imune

A leishmaniose pode ser considerada uma doenca imunomediada, visto que
0 parasita pode influenciar na resposta imune do hospedeiro. Estudos mostram que a
ocorréncia de lesdes sistémicas esta diretamente relacionada com a resposta imune do
hospedeiro e a evolucdo da doenca (BARBIERI, 2006).

Os cées naturalmente infectados com Leishmania spp. apresentaram
elevados titulos em todas as classes imunoglobulinas, principalmente da classe IgG e
em particular as subclasses 1gG1, 1gG2 (GOTO e LINDOSO, 2004), embora 0 aumento
de imunoglobulinas ndo esteja correlacionado a protecdo (PINELLI et al., 1994) e sim
com a sintomatologia (COURTENAY et al., 2002). Os niveis séricos de anticorpos da
subclasse 1gG2 anti-Leishmania apresentaram uma maior correlagdo com 0s sinais
clinicos caracteristicos da doenca (ALMEIDA et al., 2005; INIESTA et al., 2005; REIS
et al., 2006), ou seja, apresentando correlacdo com a evolucdo da doenca (FREITAS et
al., 2011). Costa et al. (2013) também demostraram que ap0s infeccdo experimental em
cées, uma frequéncia crescente desses animais apresentou sorologia positiva para
Leishmania, e a deteccdo de cdes positivos aumentava com a evolucdo da doenca, bem
como observou-se niveis aumentados de anticorpos da subclasse 1gG2 e ndo de 1gG1.

A resisténcia a infeccdo em animais assintomaticos dependera da resposta
celular Thl, a qual esta associada a producédo de citocinas IFN-y, TNF-a, IL-2 e IL-12
além de linfécitos T CD4+ e CD8+. No cdo, a resposta imune mais frequentemente
observada é a do tipo humoral. O surgimento dos sinais clinicos em cdes susceptiveis
(sintomaticos) deve-se a capacidade desses animais de desenvolverem uma resposta
humoral exacerbada do tipo Th2, com proliferacdo de linfdcitos B e das citocinas 1L-4,
IL-5, IL-6 e IL-10, que vdo promover uma plasmocitose. Essa resposta resulta na
persisténcia do parasita nos tecidos e, consequentemente, em uma resposta humoral
ineficiente (BARBIERI, 2006).

Nos cdes sintomaticos observa-se uma proliferacdo do parasita nos

macrofagos, devido a uma reducdo no numero de linfocitos T CD4+, o que sugere a
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auséncia de resposta imune efetiva no sentido de eliminar o parasita (CORREA et al.,
2007).

2.8 Medidas de controle e tratamento

As medidas de controle estdo centradas no diagndstico e tratamento precoce
dos casos humanos, reducdo da populacdo de flebotomineos, eliminacdo dos
reservatorios domeésticos e atividades de educacdo em salde. Recomenda-se no controle
quimico vetorial a utilizacdo de inseticidas de acédo residual. O tratamento de cdes ndo é
recomendado, sendo indicada como medida de controle a eutanasia em cées
sororreagentes e/ou com parasitoldgico positivo (MINISTERIO DA SAUDE, 2014).

De acordo com a portaria interministerial n°® 1.426 de 11 de Julho de 2008 é
proibido o tratamento de leishmaniose visceral canina com produtos de uso humano ou
ndo registrado no Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA). A
portaria foi criada levando-se em consideragdo as normas do “Manual de Vigilancia e
Controle da Leishmaniose Visceral” do Ministério da Sadde (MINISTERIO DA
SAUDE, 2016).

Entretanto a chegada do primeiro medicamento oral para a leishmaniose
visceral canina, miltefosina (hexadecilfosfocolina, HepC), foi um importante avanco
terapéutico no tratamento desta enfermidade (SUNDAR e OLLIARO, 2007). A
miltefosina foi inicialmente desenvolvida como um agente antineoplasico e demostrou
ter uma atividade leishmanicida in vitro e in vivo (CROFT et al., 1987). O modo de a¢édo
da miltefosina estd associada a alteracGes no metabolismo lipidico, na biossintese de
fosfolipidios (LUX et al., 2000). A miltefosina (Milteforan®) é uma droga usada no
tratamento da LVVC na Europa desde 2007 (RIBEIRO, 2016). Mitropoulos et al. (2010)
demonstraram resultados promissores com a miltefosina no tratamento contra a
leishmaniose visceral na india e no Paquistdo (MITROPOULOS et al., 2010). Por meio
da nota técnica conjunta n° 001/2016 MAPA/MS, assinada pelo MAPA e pelo
Ministério da Saude, foi autorizado o registro do produto Milteforan® (Virbac Saude
Animal), para o tratamento da leishmaniose visceral de cdes no Brasil. O licenciamento
do medicamento foi emitido respeitando-se as determinagfes da Portaria
Interministerial n°1.426 de 11 de julho de 2008, uma vez que a miltefosina, ndo é uma
droga utilizada para o tratamento da doenga em humanos no Brasil (MAPA/MS, 2016).
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2.9 Técnicas de diagnostico da Leishmaniose Visceral Canina
A suspeita da LVC ¢ baseada em dados epidemiolédgicos e nos achados
clinicos, entretanto ainda ¢ considerado um diagnéstico complexo, visto que algumas
doengas compartilham sintomatologia similar. Diferentes técnicas podem ser utilizadas
para confirmar o diagnostico como: testes sorologicos, pesquisa do parasita por exames
parasitologicos e/ou por ensaios moleculares (MARZOCHI et al., 1985; MINISTERIO
DA SAUDE, 2014).

2.9.1 Diagnostico Parasitoldgico

O diagnostico parasitologico realizado por exame direto baseia-se na
detec¢do da forma amastigota do parasita em laminas contendo amostras de medula
Ossea, linfonodo ou pele. A demonstragdo da Leishmania spp. ¢ feita em laminas
coradas por Giemsa, Leishman ou Panético em amostras obtidas por esfregaco cutaneo
e por pungdo aspirativa. Em microscopia optica com objetiva de 100x (em imersdo) é
possivel observar as amastigotas de forma eliptica ou arredondada (3 a 4 mm), com
nucleo acidofilico e cinetoplasto basofilico, no interior de macrofagos ou livres entre as
células. Em preparacdes coradas com Giemsa, o citoplasma aparece azul e o nucleo
grande vermelho. No mesmo plano do nucleo, aparece o cinetoplasto corado em
vermelho ou violeta (SIDDIG et al. 1988; ZIJLSTRA et al. 1992; BONATES, 2003;
REITHINGER, et al 2003, SCHIMMING & PINTO E SILVA, 2012).

A identificacdo do parasita pode ser feita também através da cultura do
material obtido por puncdo de medula dssea e linfonodos em meio de cultura especifico
(MARZOCHI et al., 1985). No isolamento em meio de cultura (in vitro) as formas
amastigotas do parasita modificam-se em formas promastigotas. O classico meio de
NNN (iniciais dos nomes de seus idealizadores Novy, McNeal e Nicolle) acrescido de
meio Schneider e enriquecido com soro fetal bovino € o mais comumente empregado.
As culturas devem ser mantidas entre 24 e 26°C e observadas em microscopia éptica
comum ou invertida, semanalmente, por um periodo de até quatro semanas (DEANE e
DEANE, 1955; MINISTERIO DA SAUDE, 2006; SINGH et al., 2006).

Apesar de ser um procedimento invasivo e de baixa sensibilidade, o
diagnodstico da LVC através da demonstragdo do parasita em amostras oriundas de
aspirados ou bidpsias, continua sendo considerado o padrao-ouro devido a sua elevada

especificidade e inexisténcia de melhores alternativas (HERWALDT 1999, DESJEUX,
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2004; MURRAY et al., 2005; CUNNINGHAM et al.,2012). A visualizagao do parasito
nao deixa duvida sobre a infeccdo, entretanto além de ser um método laborioso ¢ lento,

exige treinamento e pratica da equipe em rotina no laboratorio (FERRER, 1997).

2.9.2 Diagnostico Molecular

A utilizacdo da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) é aplicada para o
diagnostico de varias doencas parasitarias, incluindo a leishmaniose. E uma técnica que
torna possivel identificar e ampliar o DNA do parasita em amostras como sangue total,
medula dssea, linfonodos e fragmentos de pele, constituindo uma nova perspectiva para
o diagndstico da LVC, ja que apresenta sensibilidade e especificidade préximas a 100%.
A técnica de PCR em tempo real foi recentemente introduzida para detectar
quantitativamente leishmanias no organismo (VAN DER MEIDE et al., 2005;
FRANCINO et al., 2006; IKEDA-GARCIA e FEITOSA, 2006, MANNA et al., 2009).

A combinacéo de técnicas soroldgicas e moleculares aumenta a deteccdo da
infecgdo canina em diferentes areas endémicas, entretanto a técnica de PCR, a qual se
tem aprimorado e difundido, é comprovadamente mais sensivel e poderia ser a técnica
de eleicdo para o diagnéstico da LVC. Contudo, esta técnica ainda é onerosa, ndo faz
parte da rotina de muitos laboratorios e também ndo estd padronizada pelo Ministério da
Saude no Brasil (QUEIROZ et al 2010).

2.9.3 Diagnostico Soroldgico

A deteccdo no soro de anticorpos especificos contra antigenos do parasita
pode ser efetuada através dos testes soroldgicos, tais como Reacdo de Fixacdo de
Complemento (RFC) (NUSSENZWEIG et al., 1957), Reacdo de Imunofluorescéncia
Indireta (RIFI) (GOUVEA et al., 2016), o teste rapido TR DPP® (do inglés “Dual-Path
Platform”) (DOURADO et al., 2007), o ELISA (do inglés “Enzyme Linked
ImmunonoSorbent Assay”) (LIRA et al., 2006), e mais recente e promissor ELISA com
proteinas recombinantes (SOTO et al., 2009).

A RFC bastante realizada na década de 1930 e a RIFI utilizada a partir da
década de 1960 estdo em desuso por apresentarem reacGes cruzadas com outras
doengas, como tripanossomiases, além de limitar a especificidade do parasita. Tais
aplicagdes requerem alto nivel de habilidade, experiéncia por serem testes complexos e

laboriosos. A ativagdo do sistema complemento ocorre por ligacdo antigeno-anticorpo
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que resulta na geracdo de complexos de ataque a membrana, capazes de destruir
membranas celulares. Havendo ligacdo dos anticorpos anti-Leishmania a hemécias,
ocorrendo hemdlise, no qual € feito a mensuracdo (anélise quantitativa) dos niveis de
anticorpos. A técnica de imunofluorescéncia indireta baseia-se no principio do uso de
um conjugado fluorescente (isotiocianato de fluoresceina) ligado a imunoglobulina anti-
IgG canina, para evidenciar a ligacdo do antigeno com anticorpos presentes no soro. Sao
consideradas positivas as amostras que apresentarem reatividade a partir da diluicéo
1:40 (MINISTERIO DA SAUDE, 2003; DOURADO, et al., 2007; FARIA &
ANDRADE, 2012).

Na década de 1990, consolidou-se a unido das técnicas imunoenzimaticas
(ELISA) com a cromatografia, originando os testes rapidos imunocromatograficos
(TRIs), que possuem Vvarios pontos positivos, como: a rapidez com que o resultado é
indicado, a facilidade de uso e a aplicabilidade em campo. Os antigenos que formam a
linha teste sdo rK9, rK39 e rK26, e o anticorpo anti-lIgG canino, constituindo a linha-
controle. A presenca de anticorpos anti-rk9, rk26 e rkK39 é indicativo de infeccdo. Um
destes TRI é o TR DPP®, que surgiu como uma alternativa para o diagndstico da LV/C,
de baixo custo e extremamente sensivel, embora haja reacbes cruzadas com outras
doencas. O TR DPP® ¢ produzido pelo Instituto de Tecnologia em Imunobioldgicos
Bio-Manguinhos e utiliza como proteina rk28 (antigenos rK9, rK39 e rK26), o qual é
impregnada numa membrana de nitrocelulose adaptada para uso em campo. A maior
desvantagem do teste com 0 a rK28 € a baixa especificidade, que gera uma elevada
propor¢do de falsos positivos. Por outro lado, o teste com o rK28 auxilia na
confirmacédo dos casos com suspeita clinica devido a alta sensibilidade e especificidade
com animais sintomaticos (GRADONI, 2002, REITHINGER et al., 2002, METTLER et
al., 2005; BISUGO et al., 2007; DOURADO et al., 2007, GRIMALDI et al., 2012).

Em 2011, o diagndstico imunolégico da LVC passou por modificacdes,
anunciadas pelo Ministério da Saide (MS) em nota técnica N°01/2011, estabelecendo
um novo protocolo de diagndstico substituindo o antigo, onde o TR DPP® passou a ser
utilizado como método de triagem e o de ELISA utilizando antigeno soltvel total de
Leishmania sp. como teste confirmatério (MINISTERIO DA SAUDE-NOTA
TECNICA, 2011).

Silva et al. (2013) sugerem que o0 ensaio de DPP seja usado como um teste

soroldgico alternativo, por seus resultados serem semelhantes aos do ensaio de ELISA-
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L chagasi, pela facilidade de armazenamento e transporte, e a capacidade para alcancar

um diagnostico rapido e simples, sem a necessidade de um laboratério especializado.
Marcelino e Sousa Filho (2015) relatam que atualmente a producédo de TR DPP® néo
estd atendendo a demanda nacional de diagnostico e controle da LV. No entanto ja esta
disponivel no mercado, com registro no MAPA, o TRI de plataforma Unica produzido
pela empresa Alere™, que possui similaridade ao TRI DPP® quanto & sua composi¢&o
antigénica fornecendo uma nova opg¢do de TRI para o diagndstico da LVC. O Alere
Leishmaniose Ac Test Kit (fabricante) € um imunoensaio imunocromatografico para
deteccdo qualitativa de anticorpos anti Leishmania infantum, através da proteina
recombinante rK28 (antigenos rK9, rk39 e rK26) em amostras de soro, plasma ou
sangue total canino, com resultados qualitativos (positivo ou negativo) para o
diagnostico animal.

A técnica de ELISA foi desenvolvida na década de 1970 (ENGVALL e
PERLMANN, 1971) onde muitos estudos foram aprimorando o ELISA-padrédo, assim
como, as diversas variagoes de ELISA: Dot-ELISA, fucose manose ligant-ELISA ou
FML-ELISA, bovine submaxillary mucin-ELISA ou BSM-ELISA, Fast-ELISA, micro
ELISA, entre outras. A técnica de ELISA pode ser aplicada para um grande nimero de
amostras em curto espaco de tempo. Além disso, pode ser adaptada para o uso com
diversos antigenos, como antigenos brutos, sintéticos ou recombinantes. A utilizacéo de
antigenos recombinantes ou purificados especificos do género Leishmania, melhoram a
sensibilidade e a especificidade da técnica. Entretanto, reacdes cruzadas com
enfermidades causadas por outros tripanossomatideos podem ainda ocorrer (ALVES e
BEVILACQUA, 2004; DOURADO et al, 2007; MAIA e CAMPINO, 2008).

O kit ELISA (EIE - Bio-Manguinhos®), que utiliza o antigeno soltvel de
Leishmania major-like, possui uma sensibilidade 72% e especificidade 87,5% (LIRA et
al.,, 2006), entretanto a sensibilidade e especificidade desse método diagnostico
dependem do tipo de antigeno empregado (espécie ou forma evolutiva do parasita) e de
outros fatores como tempo de incubacdo ou tipo de microplacas utilizadas
(REITHINGER et al., 2002). A utilizagdo de antigeno bruto, ou extratos soluveis das
formas promastigotas ou amastigotas, limita a especificidade. A tecnologia de proteinas
recombinantes, realizada a partir da clonagem molecular de genes selecionados para a
codificacdo de proteinas antigénicas de Leishmania sp., pode ser usada para o

desenvolvimento de métodos soroldgicos mais especificos (MAIA et al 2008).
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Atualmente, muitos pesquisadores procuram obter um método mais
especifico de diagndstico da LV, tanto canina como humana, principalmente, com a
utilizacdo de antigenos recombinantes de Leishmania sp. (SOTTO et al., 2005; SOTTO
et al., 2009). As vantagens de seu uso decorrem do fato de que depois destas
substancias, de origem protéica, serem isoladas com significativo grau de
homogeneidade, que propiciam para o teste de imuno-ensaio uma grande sensibilidade,
especificidade e reprodutibilidade, além de minimizar em reacdes cruzadas com certos
antigenos presentes em parasitas responsaveis por outras doencas infecciosas, fato este
observado, quando do emprego de antigenos tradicionais, ou seja, ndo recombinantes
(PASSOS et al., 2005).

A utilizacdo de proteinas totais do parasita permite obter elevados valores de
sensibilidade, sobretudo na forma sintomatica de LVC. No entanto, na forma
oligossintomatica e assintomatica, a sensibilidade dos diagnosticos baseados na
utilizacdo de proteinas totais podem ser muito variadas dependendo da preparacdo
(FERREIRA et al., 2007; PORROZZI et al., 2007; SOLANO-GALLEGO et al., 2009;
MORALES-YUSTE et al., 2012). Proteinas recombinantes sdo proteinas produzidas a
partir de expressdo em bactérias ou outros organismos (como fungos) utilizando a
tecnologia do DNA recombinante. O sistema de expressdo em Escherichia coli é
normalmente 0 mais usado para a producdo industrial de proteinas recombinantes
(TERPE, 2006). Essas proteinas apresentam diferentes funcdes na Leishmania sp.,
dentre elas podemos citar: proteinas relacionadas a cinesina, proteinas do choque
térmico, histonas nucleossomais, proteina de membrana dos Kkinetoplastideos, as
proteinas P ribossomais, enzimas e de funcdo desconhecida (SRIVIDYA et al., 2012).

As proteinas de choque térmico (HSP) sdo intracelulares e as duas principais,
HSP70 e HSP83, sdo  sintetizadas a taxas elevadas  durante o estresse
por calor (BRANDAU et al., 1995). Estas proteinas sdo chamadas de choque térmico
porque foram primeiramente descobertas em células expostas a altas temperaturas
(MACFARLANE et al., 1990; POLLA, 1991; RICO et al., 1998), bem como altas
concentragfes de ions, gases e Varias substancias toxicas (RICO et al., 1999) e
classificadas tradicionalmente com base na sua massa molecular (LINDQUIST &
CRAIG, 1988). As HSPs estdo presentes em trés parasitas, protozoarios pertencentes a
ordem Kinetoplastida: Leishmania spp., Trypanosoma brucei e T. cruzi (FOLGUEIRA
& REQUENA, 2007).
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As histonas nucleossomais constituem proteinas estruturais com papel
importante na organizacédo e regulacdo dos genes. Localizam-se no ndcleo das células
eucarioticas e existem quatro classes principais de histonas de Leishmania (H2A, H2B,
H3 e H4) que formam a unidade basica da cromatina, o nucleossomo (REQUENA et al.,
2000a).

A proteina de membrana dos kinetoplastideos de 11 kDa (KMP-11) foi
identificada por reatividade imunoldgica utilizando anticorpo monoclonal especifico
contra uma proteina historicamente denominada proteina associada a lipofosfoglicanos
(LPG) de Leishmania (HILL et al., 1978). Devido sua ampla distribuicdo na membrana
celular de kinetoplastideos, incluindo Leishmania, Trypanosoma cruzi, Trypanosoma
brucei, Crithidia fasciculata, Leptomonas collosoma e Phytomonas spp. e auséncia em
outros protozodarios parasitas e células de mamiferos, essa proteina foi denominada de
proteina de membrana dos kinetoplastideos-11 (STEBECK et al., 1995). A proteina
KMP-11 é uma glicoproteina expressa tanto nas formas amastigotas como nas
promastigotas de Leishmania e seus niveis de expressdo é maior em amastigotas e
aumenta durante a metaciclogénese (JARDIM et al., 1995; MATOS et al., 2010).
Experimentos de localizacdo demonstraram KMP-11 foi encontrada em associagdo com
estruturas de membrana (na superficie celular, bolso flagelar e vesiculas intracelulares)
(STEBECK et al., 1995; MATOS et al., 2010).

A familia de proteinas P de Leishmania, constituintes da grande subunidade
ribossomais, € composta por trés membros (LiPO, LiP2a e LiP2b) e pode ser
considerada como potente proteina imunoestimuladora durante o processo de
doenca. Eles foram descritos como antigenos imunodominantes reconhecidos por soros
de humanos e cdes infectados naturalmente com L. infantum chagasi (SKEIKY et al.,
1994; SOTO et al., 1995a).

A melhora dos sistemas de diagndstico depende da identificacdo de proteinas
que permitam melhorar a sensibilidade. Com a pesquisa de componentes antigénicos
purificados, ou seja, de proteinas recombinantes do parasita, acredita-se que se possa ter
uma boa ferramenta utilizada para obtencdo de um diagndéstico especifico, assegurando

maior sensibilidade e especificidade aos testes.
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3CAPITULO I
Proteinas recombinantes e seu uso no diagnostico de leishmaniose visceral canina

Recombinant proteins and their use in the diagnosis of visceral canine

leishmaniasis
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Resumo

O diagnostico de LVC é baseado em dados epidemioldgicos, achados clinicos e
laboratoriais, entretanto permanece um diagndstico complexo, visto que algumas
doencas compartilham sintomatologia similar. Diferentes técnicas podem ser utilizadas
como testes soroldgicos, exames parasitolgicos e/ou moleculares. Buscando obter um
melhor método para o diagnostico sorolégico da LV, vem se realizando pesquisas
utilizando antigenos recombinantes de Leishmania sp., O objetivo deste trabalho foi
avaliar o uso de diferentes proteinas recombinantes de Leishmania infantum chagasi no
diagndstico sorolégico da leishmaniose visceral canina. O perfil clinico dos animais foi
avaliado e atribuido escores incluidos em uma ficha de avaliacdo. A técnica de ELISA
foi realizada utilizando antigeno total de Leishmania (SLA) e sete (07) antigenos
recombinantes (LiP2a, LiP2b, LiPO, HSP70, HSP83, KMP-11 e H2A). Na analise
estatistica para comparacdo entre os grupos foi utilizado o teste de ANOVA, teste de
Kruskal Wallis e de Dunn’s com multiplas comparagdes de média e significancia de
5%. O ponto de corte de cada antigeno foi estabelecido utilizando a curva ROC-AUC,
baseado na maior sensibilidade e especificidade. Dentre todas as proteinas testadas, a
que apresentou melhor resultado foi a LiP2a, que conseguiu discriminar soros de caes
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positivos (sintomaticos e assintomaticos) de cdes negativos e distinguiu 0s animais
positivos dos demais gurpos (erliquiose canina e vacinados contra a doenca),
apresentando diferenca significativa , aléem de demostrar melhor desempenho frente ao
SLA. Assim, a proteina recombinante LiP2a apresenta-se bastante promissora para ser
utilizada com um antigenos alternativo para diagndstico, com uma boa sensibilidade e
especificidade no teste de ELISA.

Palavras-chave: ELISA, calazar, antigenos, sorologia, céo.

Abstract

The diagnosis of LVC is based on epidemiological data, clinical and laboratory
findings, however a complex diagnosis remains, since some diseases share similar
symptomatology. Different techniques can be used as serological tests, parasitalogical
and / or molecular tests. The aim of this study was to evaluate the use of different
recombinant proteins of Leishmania infantum chagasi in the serological diagnosis of
canine visceral leishmaniasis. The objective of this work was to evaluate the use of
different recombinant Leishmania infantum chagasi proteins in the serological diagnosis
of canine visceral leishmaniasis. The clinical profile of the animals was evaluated and
assigned scores included in an evaluation form. The ELISA technique was performed
using total Leishmania antigen (SLA) and seven (07) recombinant antigens (LiP2a,
LiP2b, LiPO, HSP70, HSP83, KMP-11 and H2A). In the statistical analysis for
comparison between the groups, the ANOVA test, Kruskal Wallis test and Dunn's test
were used with multiple mean and significance comparisons of 5%. The cutoff point of
each antigen was established using the ROC-AUC curve, based on the highest
sensitivity and specificity. Among all tested proteins, LiP2a was able to discriminate
positive dog sera (symptomatic and asymptomatic) from negative dogs and
distinguished the positive animals from the other dogs (canine ehrlichiosis and
vaccinated against the disease), presenting a difference Significant, as well as to
demonstrate better performance against SLA. Thus, the recombinant LiP2a protein is
very promising to be used with an alternative diagnostic antigen with good sensitivity
and specificity in the ELISA test.

Keywords: ELISA, calazar, antigens, serology, dog.

1. Introducdo

A leishmaniose é endémica em 98 paises distribuidos em quatro continentes
(WHO, 2010). Em 2014, mais de 90% dos novos casos de Leishmaniose Visceral (LV)
notificados a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) ocorreram em seis paises: Brasil,
Etidpia, india, Somalia, Suddo do Sul e Sudio (WHO, 2017).

No Brasil, a LV é uma doenca reemergente, obtendo-se registro de casos em 21
estados da federacdo, sendo as principais areas endémicas localizadas na regido
nordeste, predominando principalmente nos estados da Bahia, Ceara, Piaui e Maranhdo
(PORTAL DA SAUDE - MS, 2015).

Esta doenca € conhecida no Piaui desde a década de 80, quando Teresina foi

sede da primeira epidemia de LV em ambiente urbano no Brasil, decorrente
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principalmente dos deslocamentos populacionais provocados pelas sequencias de secas
no interior do Estado (COSTA et al., 1990).

A leishmaniose visceral canina (LVVC), conhecida também como calazar, € uma
antropozoonose que acometem canideos silvestres e domeésticos (HERWALDT, 1999;
SILVA, 2007; SCHIMMING et al., 2012). O agente etiologico da doenga em nosso pais
é a Leishmania infantum chagasi (GONTIJO e MELO, 2004). A transmissdo da doenca
ao hospedeiro ocorre durante a picada de fémeas hematofagas das espécies Lutzomyia
longipalpis e L. cruzi, conhecidos popularmente como flebotomineos e vulgarmente,
como ‘“mosquito-palha” (GONTIJO e MELO, 2004; MISSAWA e LIMA, 2006;
CAMARGO et al., 2007).

O cdo é o reservatdrio natural mais relevante, e por essa razdo é considerado
um importante elo na transmissdo da leishmaniose humana (SILVA et al. 2007;
VERCOSA et al., 2008). Do ponto de vista epidemioldgico, a doenga canina se torna
importante em relagdo a doenca humana uma vez que parece preceder 0s casos humanos
(MARZOCHI et al. 1985; MATTOS et al., 2004; LUVIZOTTO et al., 2005).

Os sinais clinicos mais frequentes em cées com LVC sdo linfadenopatia, lesbes
de focinho ou orelha (Ulceras), apatia, anorexia, perda de peso, cerdas, mucosas palidas,
onicogrifose, lesbes cutaneas, hemorragia, despigmentacdo do focinho ou labio,
alopecia, blefarite e ceratoconjuntivite (SILVA et al., 2017).

O diagnostico da LVC ¢ baseado em dados epidemiologicos, nos achados
clinicos e nos achados laboratoriais que ajudam a confirmar a suspeita, através de
diferentes técnicas, como: testes sorologicos, pesquisa do parasita por exames
parasitologicos e/ou por ensaios moleculares. Entretanto ainda ¢ considerado um
diagnostico complexo, visto que algumas doencas compartilham sintomatologia similar
(MARZOCHI et al., 1985; MINISTERIO DA SAUDE, 2014).

O Ministério da Saude (MS) em nota técnica N°01/2011, estabeleceu como
diagnostico da LVC o uso do teste rapido TR DPP® (do inglés “Dual-Path Platform”)
como triagem e o de ELISA (do inglés “Enzyme Linked ImmunonoSorbent Assay)
como teste confirmatério (MINISTERIO DA SAUDE-NOTA TECNICA, 2011).

O kit ELISA (EIE - Bio-Manguinhos®), que utiliza o antigeno soltvel de
Leishmania major-like, possui uma sensibilidade 72% e especificidade 87,5% (LIRA et
al., 2006), entretanto a sensibilidade e especificidade desse método diagnostico

dependem do tipo de antigeno empregado (espécie ou forma evolutiva do parasita) e de
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outros fatores como tempo de incubacdo ou tipo de microplacas utilizadas
(REITHINGER et al., 2002).

A tecnologia de proteinas recombinantes, realizada a partir da clonagem
molecular de genes selecionados para a codificacdo de proteinas antigénicas de
Leishmania, pode ser usada para o desenvolvimento de métodos sorologicos mais
especificos (MAIA et al 2008).

As vantagens do uso de antigenos recombinantes de Leishmania sp. é que
propiciam para o teste de imuno-ensaio uma grande sensibilidade, especificidade e
reprodutibilidade, além de minimizar reacdes cruzadas com certos antigenos presentes
em parasitas responsaveis por outras doencas infecciosas, fato este observado, quando
do emprego de antigenos tradicionais, ou seja, ndao recombinantes (PASSOS et al.,
2005).

O objetivo deste trabalho foi avaliar o uso de diferentes proteinas
recombinantes de Leishmania infantum chagasi, j& descritas como a KMP-11, H2A,
HSP83, HSP70, PO, P2a e P2b, no diagnostico sorologico da LVC pelo método de
ELISA.

2. Material e métodos

2.1. Aspectos Eticos da Pesquisa

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacio Animal
(CEEA) da Universidade Federal do Piaui sob o protocolo numero 092/15, bem como
também foi obtido o consentimento dos tutores dos cédes para realizar as coletas para

analise (Anexo I).

2.2. Local de Trabalho

Este trabalho foi realizado no Laboratorio de Microbiologia e Imunologia, do
Laboratorio de Sanidade Animal (LASAN), localizado no Centro de Ciéncias Agrarias
(CCA) na Universidade Federal do Piaui, em colabora¢do com a Geréncia de Controle
de Zoonoses de Teresina (GEZOON), Hospital Veterinario Universitario (HVU) e

algumas clinicas particulares de Teresina.

2.3. Avaliagéo Clinica
O perfil clinico dos animais incluidos no estudo foi avaliado de acordo com

Silva et al. (2017), sendo atribuidos escores que foram implantados em uma ficha de
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avaliacdo (Anexo II). Foram avaliados, entre outros parametros, tamanho do linfonodo,
comprometimento da pele, perda de peso, presenca de lesdes oculares.

Para cada sinal clinico observado foi atribuida uma pontuagdo e o somatorio
individual das pontuagdes de todos os parametros clinicos, ou seja, o valor total dos
pontos refere-se ao escore do animal. J& para a auséncia ou normalidade do sinal clinico
avaliado, foram considerados sem pontuagao, ou seja, foi atribuido o valor zero (0). De
acordo com a gravidade do sinal clinico apresentado foi atribuida pontua¢ao um (1) para
o sinal mais brando e dois (2) para o sinal clinico mais grave dentro daquele analisado
como, por exemplo, estado nutricional: magro (1), caquético (2) e assim
sucessivamente.

Considerando que os cdes positivos para LVC foram divididos em
assintomaticos e sintomaticos, o grupo que compds 0os animais assintomaticos foram
classificados com escore de até 3 pontos, ja o grupo de cdes sintomaticos com escore

superior a 3 pontos e o grupo de cdes negativos com escore zero.

2.4. Tamanho Amostral

Esta pesquisa contou com 202 soros, onde 138 destes animais ja possuem
registro no banco de dados (soros) do grupo de pesquisa, amostras provenientes do
projeto anteriormente aprovado no CEEA sob o niimero 021/12 intitulado “Estudos das
variantes genéticas de Leishmania infantum chagasi em Teresina, Piaui causadores de
Leishmaniose Visceral Canina.” As outras 64 amostras de soros teve procedéncia de
clinicas veterindrias particulares de Teresina e da GEZOON.

Neste experimento os animais foram divididos em cinco grupos: 46 amostras
(soros) de animais sadios, sem LVC (Gl), 46 amostras (soros) de animais
assintomaticos, com LVC, porém sem sinais sugestivos (G2), 46 amostras (soros) de
animais sintomaticos, com LVC (G3), 46 amostras (soros) de animais com Erlichiose
canina (G4), sem LVC e 18 amostras (soros) de animais sem LVC vacinados com Leish-

Tec® (GS5).

2.5. Soros Caninos

Amostras de sangue total foram coletadas com auxilio de tubos tipo
Vacutainer®, com capacidade de SmL contendo ativador de coagulagdo para obtengao
do soro por meio de venopungdo jugular. Estas amostras foram centrifugadas a 2000

rpm, durante 10 minutos, e, apds a centrifugagcdo, foram aliquotados em criotubos de 2
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mL, identificadas e armazenadas em caixas de papelao 9x9 a -20°C para a realizacao

dos testes sorologicos.

2.6. Diagnostico de LVC e Erliquiose canina

Os animais que compuseram o grupo de caes positivos para LVC foram
provenientes da GEZOON e do HVU, com diagndstico sorologico de LVC. Estes
animais foram encaminhados e reavaliados, tanto em exames sorolégicos (TR DPP® e
ELISA), como parasitologicos (amostras de medula, linfonodo e pele), considerando
para os grupos sintomaticos e assintomaticos apenas aqueles com ambos resultados
positivos. Foram realizados exames soroldgicos e parasitologicos dos demais grupos,
nos quais foram obtidos resultado negativo para LVC. O grupo de cdes com erliquiose
foi selecionado a partir da positivacao no Teste rapido ALERE (Erliquiose Ac Test Kit -
PART.: 006/15-2105DAO005). Apenas os soros do grupo de cdes vacinados com Leish-

Tec® foram gentilmente cedidos por clinicas particulares de Teresina.

2.7. Clonagem, expressao e purificagdo das proteinas recombinantes

As proteinas recombinantes utilizadas no estudo (KMP-11, H2A, HSP83, HSP70,
PO, P2a e P2b) foram gentilmente cedidas pelo Prof Dr Manuel Soto (Departamento de
Biologia Molecular Severo Ochoa, Universidade Auténoma de Madrid). A clonagem,
expressao e purificagdo destas proteinas foi realizada segundo o protocolo descrito por
Soto et al. (2015) utilizando sistema de colunas Poly Prep® Cromatography Colums
(Catalog. 731-1550- Bio-Rad) e resina de Agarose NICKEL (Quiagen®). O sucesso da
purificacdo foi monitorado por gel de eletroforese SDS-PAGE com concentracgdes de
acordo com o tamanho das proteinas. A determina¢do da concentragdao das proteinas foi

realizada pelo Método de Bradford (1976).

2.8. Teste Sorologico
ELISA indireto utilizando antigenos recombinantes de Leishmania

Para o desenvolvimento da técnica de ELISA com antigenos recombinantes de
Leishmania foram utilizadas placas de 96 pogos de poliestireno de superficie
MaxiSorp™ (NUNC/ Thermo Scientific), que foram previamente sensibilizadas com os
antigenos proteicos na concentracao de 2ug/mL para antigeno total de Leishmania
(SLA) e 1pg/mL para os demais antigenos recombinantes (LiP2a, LiP2b, LiP0O, HSP70,
HSP83, KMP-11 e H2A) diluidos em tampao Ureia 3M pH 8, e incubadas overnight a
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4°C. Apos a incubagdo o contetido das placas foi desprezado e estas lavadas por trés
vezes com 200 pl por pogo de Wash Buffer — PBS-TB (PBS + 0,5% Tween 20). Em
seguida foi realizado o bloqueio dos pogos com 200 pl por pogo de Blocking Buffer -
BB (PBS-TB com 5% de leite desnatado) e incubado por 1 hora em temperatura
ambiente. Apds o bloqueio as placas foram lavadas quatro vezes com 200 pl de PBS-TB
(PBS + 0,5% Tween 20) por poco. Os soros caninos foram diluidos em 1:400 no BB
(PBS-TB com 5% de leite desnatado), logo apo6s, foi adicionado 100 pl em cada pogo e
incubados sobre agitacdo por 2 h. Seguiram-se novamente etapas de lavagem descritas
anteriormente. Realizou-se nova incubagdo com o conjugado anti-cio marcado com
peroxidase (SIGMA N° Cat: A6792), durante 1 hora sobre agitacdo, numa diluicdo de
1:6000 em BB ( PBS-TB com 5% de leite desnatado). Seguiram-se novamente etapas
de lavagem. Para revelacdo das reacdes foram utilizadas primeiramente capsulas de
tampao citrato-fosfato com perborato de sodio (PCB) (SIGMA N° Cat: P4922) diluidas
em agua destilada (1 capsula para 100 ml de 4dgua destilada), acresentou-se depois 2
partilhas de OPD 20 mg (o-phenylenediamine dihydrochloride) (Sigma Chemical
Company — P7288), e por fim, adicionando-se 200 pl por poco, apds 20 minutos em
camera escura a reacao foi interrompida com solugdo de parada (H,SO4 3N) com 50 pl
por pogo. A leitura das placas foi realizada em Espectofotometro com comprimento de

onda de 490 nm, utilizando o software SolftMax Pro 5.0.

2.9. Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada utilizando o software GraphPad Prism 5.0
(GraphPad Prism Inc., San Diego, CA). Para comparacgéo entre os grupos foi utilizado o
teste de ANOVA, teste de Kruskal Wallis e de Dunn’s com mdltiplas comparacGes de
médias adquiridas a partir da densidade 6tica-DO dos soros de cada grupo, utilizando
um nivel de significancia de p<0,05 e IC- 95%. O ponto de corte de cada antigeno foi
estabelecido utilizando a curva ROC, baseado na maior sensibilidade e especificidade,
sendo o desempenho e acurécia de cada teste estabelecido a partir da area sob a curva —
AUC.

3. Resultados e Discussao

A técnica de ELISA é um teste soroldgico utilizado para diagnosticar a maioria

das doencas infecciosas, incluindo a leishmaniose. Embora a técnica seja sensivel, a sua
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especificidade depende do antigeno aplicado (FARAHMAND e NAHREVANIAN,
2016). Atualmente vem se desenvolvendo pesquisas com o intuito de melhorar o
desempenho da técnica de ELISA para o sorodiagnostico de LVC, incluindo a andlise
de varios antigenos recombinantes.

Para avaliar o desempenho diagndstico das proteinas recombinantes de
Leishmania infantum chagasi deste estudo, foi realizada a técnica de ELISA com todas
as proteinas, ensaiadas individualmente. Como proteina de diagnostico comparativo
utilizou-se o SLA de L. infantum (antigeno soltvel bruto de Leishmania), que é o
antigeno mais comumente utilizado nos ensaios de ELISA para diagnostico de LVC
(MINISTERIO DA SAUDE, 2014). Os valores de densidade 6tica (DO) das amostras
foram calculados (Figura 1 e 2) e os valores de corte (linhas pontilhadas) para
discriminacdo entre as amostras negativas e positivas foram determinados usando as
curvas ROC para avaliar a eficicia das proteinas recombinantes, possibilitando a
selecdo de antigenos possivelmente mais eficientes que o SLA no imunodiagndstico da
LVC.

Em uma avaliacdo geral do SLA (Fig. 1H) foi constatado que esse antigeno
apresentou diferenca significativa (p< 0,05) entre 0s grupos de animais sintomaticos e
negativos, assintométicos e negativos. Entretanto esse antigeno demostrou baixa
reatividade em soros de cées positivos para a infeccdo, principalmente para
assintomaticos, e reativo em alguns soros de animais negativos (Erliquiose canina,
vacinados contra a doenca e negativos para LVC).

Quando comparamos os resultados discriminando cada grupo (Fig. 2H)
observou-se que o SLA apresentou diferenca significativa (p< 0,05) para a maioria dos
grupos, exceto entre o grupo assintomatico com o de erliquiose canina. Verificamos
que este antigeno demostrou discreta reatividade com estes soros do grupo de
erliquiose canina e com soros de cées vacinados contra a doenca, demostrando assim,
possivel reacdo cruzada com epitopos compartilhados desses grupos, o que concorda
com autores que relatam que a utilizacdo de proteinas totais do parasita permite obter
valores elevados de sensibilidade, sobretudo em amostras de animais com a forma
sintomatica da LVC (SOLANO-GALLEGO et al., 2009; MORALES-YUSTE et al.,
2012).

No entanto, na forma assintomatica a sensibilidade do diagndstico baseado na
utilizacdo de proteinas totais pode ser variada, sendo a deteccdo de anticorpos

geralmente menor para infecc¢des iniciais sem sintomatologia (FERREIRA et al., 2007;
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PORROZZI et al.,, 2007). Outros trabalhos também demonstraram a existéncia de
reacOes cruzadas quando se utiliza as proteinas totais de Leishmania sp, com soros de
animais infectados com outros patdgenos alterando a sensibilidade e especificidade, e
comprometendo o diagnostico (FERREIRA et al.,, 2007; PORROZZI et al., 2007;
ALVES et al., 2012).

Neste experimento ndo ocorreram bons resultados com as proteinas de choque
térmico (HSP70 e HSP83). De uma maneira geral o HSP70 apresentou diferenca
estatisticamente significativa (p< 0,05) entre os grupos de animais sintomaticos e
negativos (Fig. 1D), porém quando se avaliou de forma detalhada todos os grupos
(Fig. 2D), este antigeno demostrou diferenca significativa (p< 0,05) entre 0s grupos de
animais sintomaticos e de erliquiose canina, sintomaticos e cées vacinados contra a
doenca, sintomaticos e negativos para LVC, entretanto ndo apresentou diferenca
significativa entre o grupo de animais assintomaticos para LVC e animais negativos
(erliquiose canina, vacinados contra a doenga e negativos para LVC), demostrando
assim que a positividade com essa proteina é detectada apenas na fase de
sintomatologia da doenca, ndo sendo capaz de detectar a doenca no inicio da infeccédo
sem sinais clinicos, além de demostrar alta reatividade para os grupos de erliquiose
canina e de cées vacinados contra a doenga.

A HSP83 apresentou diferenca significativa (p< 0,05) entre os grupos de
animais sintomaticos e negativos, assintomaticos e negativos (Fig. 1C). Entretanto a
diferenca significativa entre cdes com LV, independente do status clinico, foi apenas
com o grupo de cdes vacinados contra a doenca (Fig. 2C). Da mesma forma que a
HSP70, a HSP83 também apresentou alta reatividade para os grupos de erliquiose
canina e de caes vacinados contra a doenca, resultando em falsos positivos para LVC.

Os resultados deste estudo discordam de boa parte da literatura, onde Andrade
(1997) observou que pacientes e cdes com calazar tém grandes quantidades de
anticorpos contra HSP70 de Leishmania. Angel et al. (1996) relatou que a HSP83 de L.
infantum é um antigeno imunodominante no calazar canino, sendo referéncia de
possiveis candidatos para o sorodiagnéstico de leishmaniose canina. Kaur & Kaur
(2013) demostraram gue as proteinas de choque térmico HSP70 e HSP83 tiveram bom
potencial sorodiagnostico contra a leishmaniose visceral murina experimental.
Menezes-Souza et al. (2014) relatam que a HSP83 é um alvo promissor tanto no
diagnostico de LT humana, como no diagnostico de LV humana e canina e a curva

ROC confirmou o desempenho superior da HP83 em comparacdo com SLA, que é o
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teste referéncia para o diagnostico de LVC no Brasil (kit EIE-LVC®, Manguinhos,
Fiocruz). Nieto et al. (1999) mostraram que o antigeno HSP70 de L. infantum foi
reconhecido pelos soros de todos os cdes infectados experimentalmente em seu estudo e
que os anticorpos anti-HSP70 foram detectados no inicio da infeccdo, demostrando
assim que essa proteina pode ser utilizada como marcador de diagnostico logo no inicio
da infeccdo.

Dentre as histonas, a H2A avaliada neste estudo ndo apresentou bons
resultados, com diferenca estatisticamente significativa (p< 0,05) apenas entre o grupo
de cées assintomaticos e negativos (cdes vacinados e cdes negativos para a doenca), ndo
apresentou nenhuma reatividade nos grupos de cées positivos para LV (Fig. 1B), tanto
nos sintomaticos como nos assintomaticos, entretanto apresentou discreta reatividade
nos grupos de cdes com erliquiose e cdes vacinados contra a doenca (Fig. 2B),
demostrando assim baixa eficiéncia em detectar cdes positivos para a doenca e a
capacidade de ndo distinguir cdes com outras patologias (erliquiose), bem como cées
vacinados.

Estes resultados discordam da literatura, onde Soto et al. (1999) demostraram
antigenicidade em soros de cées naturalmente infectados com Leishmania infantum, que
foram detectados anticorpos contra as histonas H2A, H2B, H3 e H4 nestes cées e
concluiu que a histona H2A, juntamente com a H3 sdo mais imunogénicas do que as
demais histonas (H2B e H4) durante a infeccdo por Leishmania canina.

Soto et al. (1995b) relataram também que durante a infeccdo por L. infantum, a
histona H2A é um alvo da resposta imune humoral, indicando em seus resultados que
78% dos soros de cdes com LV tinham niveis significativos de anticorpos anti-H2A,
considerando a H2A uma excelente candidata para o diagnéstico de leishmaniose
canina. Nieto et al. (1999) demostraram que 0 aparecimento de anticorpos anti-histona
(H2A e H3) esta associado com a progressdo da doenca, pois apenas 0s caes que
desenvolvem a doenca apresentou reatividade significativa contra estas histonas.

A KMP-11 avaliada de uma forma geral (Fig. 1A) apresentou diferenca
estatisticamente significativa (p< 0,05) entre 0s grupos de animais sintomaticos e
negativos (erliquiose canina, vacinados contra a doenga e negativos para LVC),
assintomaticos e negativos (erliquiose canina, vacinados contra a doenga e negativos
para LVC). Entretanto apresentou reatividade em soros de cdes negativos para a

infeccédo (erliquiose canina, vacinados contra a doencga e negativos para LVC).
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Ja avaliando os grupos individualmente na KMP-11, é possivel observar que
os soros de cdes sintomaticos apresentaram diferenca significativa (p< 0,05) dos
demais grupos (Fig. 2A) e o grupo de cdes assintomaticos teve diferenca significativa
(p< 0,05) apenas do cédes negativos para LV (Fig. 2A). Além disso, essa proteina
apresentou reatividade com soro de caes com erliquiose e com soro de cées vacinados
contra a doenca, induzindo assim a ocorréncia de reacdo cruzada nestes dois grupos.
Entdo a KMP-11 demostrou boa deteccdo de soro de cdes com LV, principalmente de
cdes com sintomatologia para a doenca, mesmo nao discriminando bem os demais
grupos (erliquiose e vacinados), concordando assim com autores que relatam que a
presenca da proteina estd diretamente relacionada com a presenca do parasita, ou seja,
com o desenvolvimento da infecgao.

Matos et al. (2010) demonstraram que a expressdo aumentada de KMP-11 em
promastigotas metaciclicas, e especialmente em amastigotas indica que esta molécula
tem um papel importante na relagdo  parasita-hospedeiro. A KMP-11 atua
predominantemente em macréfagos e induz a producao de IL- 10, citocina responsavel
pela patogénese e persisténcia do parasita (CARVALHO et al., 2005). Assim, esta
proteina é considerada por esses autores como responsavel pela infeccdo por aumentar o
numero de amastigotas dentro de macrofagos pela inducdo de 1L-10.

Os resultados deste trabalho concordam também com a alta soroprevaléncia
relatada anteriormente em 25 cdes naturalmente infectados na Espanha (BERBERICH
et al., 1997) e Todoli et al. (2009) relataram em seu estudo que a proteina KMP11 foi
reconhecida por 75,4% dos cées infectados. A elevada taxa de soro-reconhecimento
encontrada em cées naturalmente infectados e infectados experimentalmente sugere que
0 KMP11 desempenha um papel significativo na resposta imune humoral.

Ao avaliar as proteinas ribossomais de L. infantum (LRP) verificou-se que elas
apresentaram bons resultados, exceto a LiP2b que apresentou uma baixa reatividade dos
soros positivos para LVC (Fig. 1E-G). A proteina LiPO apresentou diferenca
significativa entre os grupos sintomaticos e negativos, assintomaticos e negativos, boa
reatividade em soro de cdes positivos para a enfermidade (Fig. 1E), porém mostrou
discreta reatividade em soros de cées com erliquiose e vacinados contra a doenca (Fig.
2E). Ja a LiP2a foi a proteina mais eficiente neste estudo, uma vez que esta detectou
soro de cdes positivos, tanto sintomaticos como assintomaticos (Fig. 1F) e discriminou
melhor os demais grupos (erliquiose, vacinados e negativos para LV) evitando falsos

positivos na analise (Fig. 2E).
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Esses resultados estdo de acordo com a maioria dos autores. Soto et al. (1995a)
demonstraram que existem anticorpos que reagem especificamente contra as proteinas
acidas ribossomicas LiP2a e LiP2b em soros de cées naturalmente infectados com
Leishmania infantum e que cada uma das proteinas P provoca uma resposta imune
humoral especifica. Assim, as proteinas ribossomais que foram reconhecidas por mais
de 80% de soros de cées com LV, sdo determinantes antigénicos especificos da doenca.
Soto et al. (1995c) mostraram que a proteina ribossomal LiP0O de L. infantum também ¢
reconhecida por uma elevada percentagem de soros de cdes com LV. Requena et al.
(2000b) relataram que as proteinas ribossomais de Leishmania (LRPs) induzem fortes
respostas humorais em cées com sintomatologia clinica da infec¢cdo com L. infantum.

Das oito proteinas testadas, todas apresentaram especificidade semelhante,
entre 97,27 a 99,09%, entretanto os valores obtidos de sensibilidade foram variados,
sendo a LiP2a foi a que apresentou maior sensibilidade 34,78%, em relacdo as demais
proteinas, logo em seguida vem a KMP-11 com 20,88% (Tabela 1). Estes resultados
concordam com Coelho et al. (2009) que utilizaram soros de cdes com LV para avaliar
os valores de sensibilidade e especificidade obtidos dos extratos de proteinas
ribossomais de L. infantum (LRP) pelo teste de ELISA, e observaram alta
sensibilidade, ou seja, 100% das amostras de soro de cdes sintomaticos,
oligossintomaticos e assintomaticos ensaiados, tiveram uma reagdo positiva contra as
LRP. Todoli et al. (2009) avaliaram o uso da KMP-11 em soros de cées infectados com
L. infantum pela técnica de ELISA e obtiveram valores de sensibilidade de 93% e de

especificidade de 97%.
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Figura 1. Anticorpos IgG em soros caninos. Nivel de anticorpos 1gG anti-Leishmania em cées naturalmente infectados com Leishmania sp. e negativos (cées com erliquiose,
cées vacinados e cées negativos para LV). Soro de cées proveniente de areas endémicas para LVC foram testados com diferentes antigenos proteicos KMP11 (A), H2A (B),
HSP83 (C), HSP70 (D), LiPO0 (E), LiP2A (F), LiP2b (G), SLA (H). O cut-off foi calculado a partir dos valores negativos e positivos da média das OD de cada amostra. Os pontos
nos gréaficos representam a média das OD de cada amostra. A anélise foi realizada pelo teste de Kruskal- Wallis com pés teste Dunn’s com multiplas comparacgdes. *p<0,05, **p<
0,001, ***p<0,0001.
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Figura 2. Anticorpos IgG em soros caninos. Nivel de anticorpos IgG anti-Leishmania em cées naturalmente infectados com Leishmania sp. (sintomaticos e assintomaticos),
caes com erliquiose, vacinados contra LV e cées sadios, negativos para LV. Soro de cées proveniente de areas endémicas para LVC foram testados com diferentes antigenos
proteicos KMP11 (A), H2A (B), HSP83 (C), HSP70 (D), LiPO (E), LiP2A (F), LiP2b (G), SLA (H). O cut-off foi calculado a partir dos valores negativos e positivos da média
das OD de cada amostra. Os pontos nos graficos representam a média das OD de cada amostra. A analise foi realizada pelo teste de Kruskal- Wallis com pds teste Dunn’s com

multiplas comparagdes. *p<0,05, **p< 0,001, ***p<0,0001.
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Tabela 1. Avaliagdo do desempenho de diferentes proteinas testadas com soros de cées
naturalmente infectados com L. infantum chagasi e com soro de cdes negativos para
leishmaniose visceral (NLV).

Cées com LV (NLV" controles)

Antigenos Sensibilidade % Especificidade %  Likelihood ratio
Kmp11 20,88 97,27 7,66
H2A 18,48 97,27 6,78
Hsp83 7,609 98,18 4,18
Hsp70 5,435 99,09 5,98
LiP0 7,609 99,09 8,37
LiP2a 34,78 99,07 37,57
LiP2b 9,783 99,09 10,76
SLA 0,783 99,09 10,76

*NLV - cdes negativos para leishmaniose visceral (ces com erliquiose, cées vacinados contra
a doenga e cdes negativos para LV).

4. Conclustes

Dentre todas as proteinas testadas, a que apresentou melhor resultado em
sensibilidade e especificidade foi a LiP2a, a qual conseguiu distinguir adequadamente
soros de cées positivos (sintomaticos e assintomaticos) de cdes negativos e também os
animais positivos dos demais grupos de cdes avaliados (erliquiose canina e vacinados
contra a doenca), apresentando diferenca significativa entre os grupos (p < 0,05), além
de demostrar melhor desempenho frente ao SLA (p < 0,05). Assim, a proteina
recombinante LiP2a representa uma alternativa bastante promissora para ser utilizada
como um antigeno para diagnostico, com uma boa sensibilidade e especificidade no
teste de ELISA.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

A utilizacdo de proteinas recombinantes de Leishmania sp. no diagndstico
soroldgico da leishmaniose visceral canina pelo método de ELISA diminui a ocorréncia
de reacOes cruzadas pela sua alta sensibilidade identificando ndo apenas animais
sintomaticos, como animais assintomaticos, animais vacinados contra LVC e animais
com outros patdgenos. Desta forma acredita-se que deve ser realizado novos ensaios
com a proteina LiP2a, proteina que apresentou melhor resultado neste estudo, em outras

regides para avaliar seu desempenho frente a diferentes condicdes.
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Anexo Il — Ficha de avaliacéo clinica

FICHA DE AVALIACAO CLINICA (LVC)
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Data: ; Nome do animal: RG
Prop. ; End. ; Fone:
Amostra: Sexo: Raga: ; Idade:
Estado geral: ativo (| ); apatico | ) Ectoparasitas: pulgas ( ); Carrapatos ( ); Outros
F'a_rémetros clinicos Classificagao - Observacgoes
Estado nutricional Normal (0) Magro (1) Caquetico (2)
Pelagem Bom- otimo (0) Regular (1) Ruim (2)
Unhas Normais (0} Aumentadas (1)
Coloragao de mucosas Normais (0) Palidas m
Lesao focinho/orelha Ausente (0) Presencga (1)
Linfonodos Normais (0) Aumentados (1)
Blefarite Ausente (0) Presenga (1)
Conjuntivite/seratoconjuntivite Ausente (0) Serosa, mucosa (1) Muco purulento (2)
Alopecia Ausente (0) Presente (1)
Sangramento Ausente (0) Presente (1)
Lesao de pele Ausente (0) Presente (1) Ulceras (2)
Despigmentagio de focinho Ausente (0) Presente (1)

TOTAL DE PONTOS

LAMINAS:

CULTURA:

RIFI:




