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RESUMO

CORDEIRO, ALINE ANTAS. Padronizacao do teste de aglutinacao em latex para
sorodiagnéstico do calazar canino. Patos, UFCG, 2009, 55 p. (Monografia do Curso de
Medicina Veterinaria, Medicina Veterinaria Preventiva e Saude Animal).

O objetivo do presente trabalho foi padronizar um teste de soro-aglutinagao em latex
para o diagndstico da leishmaniose visceral canina, baseado na deteccdo de anticorpos
contra a proteina recombinante HSP70 e comparar seu desempenho como kit comercial
ELISA S7. Dos 292 soros avaliados, 163 foram concordantes nos dois ensaios, 22 foram
negativos no latex e positivos no ELISA S7 e 94 positivos no latex e negativos no ELISA
S7. Foram retirados da analise 13 soros que produziram resultados inconclusivos no
ELISA S7. A sensibilidade do teste de aglutinagdo em latex foi de 68,12% (95% CI:
0,5579-0,7883), a especificidade foi de 55,24% (95% CI: 0,4824-0,6208) e o valor do
kappa foi de 0,173 (95% CI: 0,0740-0,2719) quando comparado com o teste de ELISA S7.
Os resultados discordantes entre os dois testes ndo estdo dentro da expectativa do acaso (p
< 0,0001 — teste de McNemar). Quando os soros negativos na dilui¢do escolhida para o
teste de latex (1:2) foram retestados em duas dilui¢des maiores, a sensibilidade aumentou
para 98,55%. O teste apresenta bom potencial para ser usado no sorodiagnostico do calazar
canino, embora ainda precise de ajustes que melhorem principalmente a sua especificidade.

Palavras-chave: leishmaniose visceral, cdo, diagnostico, latex, aglutinacao.



ABSTRACT

CORDEIRO, ALINE ANTAS. Standardization of a latex agglutination test for the
serodiagnosis of canine kala-azar. Patos, UFCG, 2009, 55 p. (Monograph of the
Veterinary Medicine Course, Preventive Veterinary Medicine and Animal Health).

The aim of this work was to standardize a latex agglutination test for the diagnosis of
canine kala-azar based on the detection of serum antibodies against the recombinant
Leishmania HSP70 and to compare its performance with the commercially available
ELISA S7. From a panel of 292 sera, 163 gave coincident results in both assays, 22 were
positive in the latex test and negative in ELISA S7 and 94 were conversely positive in the
latex assay and negative in ELISA S7. The latex text sensitivity was 68.12% (95% CI:
0.5579-0.7883), the specificity 55.24% (95% CI: 0.4824-0.6208), and the kappa value
0.173 (95% CI: 0,0740-0,2719), when the results were compared to those of ELISA S7.
The conflicting results between the two tests are not within random expectation (p<0.0001
— McNemar test). When the negative serum samples obtained in the standard serum
dilution 1:2 were retested in higher dilutions, the sensitivity increased to 98.55%. The
results suggest a promising potential for this new assay in the diagnosis of canine kala-
azar, although some refinement is still needed, especially to increase the test specificity.

Keywords: visceral leishmaniasis, dog, diagnosis, latex, agglutination.



1. INTRODUCAO

A leishmaniose visceral ¢ endémica em 62 paises do mundo, representando um grave
problema de saude publica. No Brasil, as formas de controle preconizadas pelo Ministério
da Satde continuam sendo o controle do vetor, diagndstico e tratamento dos casos
humanos e sacrificio dos caes soropositivos.

Os fatores relacionados com a sobrevivéncia da Leishmania dentro do organismo
vertebrado estdo relacionados com a resposta imune desencadeada pelo hospedeiro. Assim,
se ha um estimulo a série LThl pela IL-12, haverd a producdo de IFN-y e IL-2,
superativagdo de macrofagos e NK e destruicdo do parasito dentro do fagolisossomo. Esta
resposta esta relacionada com a resisténcia a infecgdo. Ja se ha uma proliferacdo da série
LTh2, haverad a produgdo de IL-10, IL-4, IL-5 e IL-13, que mediam a resposta humoral,
com a grande quantidade de anticorpos especificos contra o parasita, mas sem atividade
protetora..

Como a leishmaniose ¢ uma doenga marcada pela grande producdo de
imunoglobulinas, o diagndstico sorologico ¢ facilitado, apesar dos riscos de reagdo cruzada
com outras doencas quando antigenos totais sdo empregados; com o uso de antigenos
recombinantes, esse problema diminuiu; entretanto, apenas duas proteinas recombinantes
estdo no mercado, K39 e HSP70. Os testes sorologicos sdo menos invasivos € mais
sensiveis que o diagndstico parasitologico e mais baratos que os testes moleculares. Entre
os testes sorologicos utilizados citam-se a imunofluorescéncia indireta (RIFI), ELISA
(Ensaio de Imunoadsor¢do Enzimatica), DAT (Teste de Aglutinacdo Direta) e Western
blot. No Brasil, os testes de referéncia para o diagnostico do calazar sdo o RIFI e ELISA
fornecidos pelo Ministério da Satide para o Estado e municipios; entretanto, apresentam o
inconveniente de serem menos especificos pelo uso de antigenos totais. A logistica da
coleta em campo e do diagnostico centralizado nos trabalhos de satde publica resulta em
uma demora grande do diagndstico.

Este trabalho teve como objetivo a padronizacao de um teste de soro-aglutinagdo em
latex para o diagnoéstico do calazar canino baseado na deteccdo de anticorpos anti-HSP70
de Leishmania chagasi de soros caninos, promovendo um diagndstico rapido, especifico e
facil, agilizando a entrega de resultados e a retirada dos animais positivos das areas

endémicas.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Historico

Os primeiros casos de leishmaniose visceral aconteceram na india no ano de 1885 e,
somente alguns anos mais tarde, em 1903, ¢ que o agente causador desta enfermidade foi
descoberto e descrito por William Boog Leishman e Charles Donovan. William B.
Leishman descreveu o parasita, mas associando-o as formas de Trypanosoma
(LEISHMAN, 1903). Charles Donovan encontrou o parasito em baco de uma crianga
hindu com febre irregular, mas o confundiu com outro protozoario, o Trypanosoma brucei.
Apos algumas descri¢cdes equivocadas, Ronald Ross criou o género Leishmania e batizou o
agente causador do calazar de Leishmania donovani, em homenagem a William B.
Leishman e Charles Donovan (PESSOA & MARTINS, 1988; REY, 2001).

A possivel participagdo dos cades no ciclo epidemiologico do calazar comegou a ser
aventada por Nicolle e Comte em 1908, na Tunisia, a partir da detec¢do, nos animais, do
agente etioldgico do calazar (NICOLLE & COMTE, 1908). A primeira demonstragdo de
infeccdo natural de hamsters por picada de flebotomineo ocorreu em 1931, apds
observagao de que a distribui¢do do vetor Phlebotomus argentipes era coincidente com a
distribuicdo da doenca (ADLER & THEODOR, 1931).

O pesquisador Migone ¢ o primeiro a descrever, em 1913, a ocorréncia de um caso
humano de leishmaniose visceral originario do Brasil quando, em Assun¢do do Paraguai,
diagnostica, em exame de necropsia, um caso proveniente do municipio de Boa Esperanga,
no Estado do Mato Grosso (MIGONE, 1913). Penna em 1934 encontrou pela primeira vez
o0 parasita em laminas histologicas de figado de pacientes com febre amarela oriundos da
regido norte e nordeste (PENNA, 1934). Somente 20 anos depois € que se registrou o
primeiro surto da doenga em Sobral, no Ceara (DEANE, 1956a). Em meados dos anos 80,
constatou-se uma transformac¢ao drastica na distribui¢do geografica da LV. A doenga, antes
restrita as areas rurais do nordeste brasileiro, avangou para outras regides indenes
alcangando inclusive a periferia de grandes centros urbanos. Em 19 dos 27 estados
brasileiros ja foram registrados casos autoctones de LV. Nos ultimos cinco anos, ocorreram
em média 3.500 casos humanos novos, sendo a maioria na regido Nordeste do pais. A

partir dos anos 90, os estados Pard e Tocantins (regido Norte), Mato Grosso do Sul (regido
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Centro Oeste) e Minas Gerais e Sao Paulo (regido Sudeste) passaram a influir de maneira
significativa nas estatisticas da L'V no Brasil (BRASIL, 2001).

No Brasil, uma das primeiras observac¢des da infec¢do canina por Leishmania foi
realizada por Evandro Chagas quando demonstrou a existéncia da doenca no homem e no
cdo e a infec¢do do flebotomo Lutzomyia longipalpis. O parasita foi classificado como
Leishmania chagasi (CHAGAS, 1936; CHAGAS et al., 1938).

Em 1956, Deane incrimina o cdo e a raposa como reservatorios naturais nas areas de
maior expressdo da endemia, definindo a doenga como uma zoonose (DEANE, 1956b).
Em 1958, outros animais foram encontrados infectados com o parasita em florestas do sul
do Brasil (DEANE & DEANE, 1962), dando inicio as primeiras campanhas
governamentais sobre as areas de ocorréncia da doenga e o controle da LV no Brasil.

Na década de 50, o Departamento Nacional de Endemias (DNERU) iniciou um
trabalho de combate sistémico ao calazar no Ceard e em outros Estados. Esta primeira
iniciativa de controle combate da doenca no Brasil teve seus trabalhos interrompidos em
1964. Apenas em 1980, a Superintendéncia de Campanhas de Saude Publica (SUCAM)
retornou os trabalhos de controle ao calazar (BRASIL, 2006).

2.2 Agente Etiologico, Vetor e Ciclo Biolégico

A leishmaniose visceral (LV) ¢ uma enfermidade causada por protozoario
pertencente a ordem Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae e género Leishmania
(RIBEIRO, 1997). No Brasil, o agente etiologico € a L. chagasi, espécie semelhante a L.
infantum encontrada em alguns paises do Mediterraneo e da Asia. Existe uma grande
polémica em torno da origem da LV no Novo Mundo — se ela foi introduzida
recentemente, na época da colonizacdo européia e causada pela espécie L. infantum, ou ha
varios milhdes de anos, juntamente com a introducdo dos canideos, devendo a espécie ser
classificada como L. chagasi. Os achados de altas taxas de infec¢do em canideos
originarios da Amazonia sugerem a origem autoctone (LAINSON et al., 1987). Entretanto,
estudos utilizando técnicas bioquimicas e moleculares consideram a L. chagasi e a L.
infantum uma Unica espécie e aceitam a hipdtese de origem recente nas Américas
(MAURICIO et al., 2000).

A Leishmania ¢ um parasito intracelular obrigatério das células do sistema fagocitico

mononuclear, que apresenta uma forma flagelada ou promastigota, encontrado no tubo
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digestivo do vetor, e outra forma flagelada ou amastigota, que ¢ encontrada nos tecidos dos
vertebrados (ACHA e SZYFRES, 1989; VOIGT e KLEINE, 1975).

A principal forma de transmissdo do parasito para o homem e outros hospedeiros
mamiferos ¢ através da picada de fémeas de dipteros da familia Psychodidae, subfamilia
Phebotominae, conhecidos genericamente por flebotomineos. A Lutzomyia longipalpis é a
principal espécie transmissora da L. chagasi no Brasil. As espécies L. cruzi (SANTOS et
al., 1998) e L. forattinii (PITA-PEREIRA et al., 2008) foram incriminadas como vetores no
estado de Mato Grosso do Sul. A espécie L. longipalpis esta bem adaptada ao ambiente
peridomiciliar, alimentando-se em uma grande variedade de hospedeiros vertebrados, entre
aves, homem e outros animais silvestres ou domésticos (MONTEIRO et al., 2005).

E um inseto pequeno de 2 a 3 mm, seus voos sdo curtos e baixos, conferindo um
comportamento saltitante e uma dispersao nao superior a 200 m. Os flebétomos colonizam
os pés de serra, boqueirdes, vales de rios, matas virgens, capoeiras, domicilios (habitagdes
humanas) e peridomicilios (abrigo de animais). Podem se adaptar a baixos graus de
umidade e elevadas temperaturas. Abrigam-se durante o dia em esconderijos umidos e
escuros, ao abrigo dos ventos, como reentrancias de rochas, frestas de paredes ou de tronco
de arvores (GONCALVES et al., 1986; MARZOCHI, 1992).

Sherlock (1996) relata que existem flutuagdes na densidade de L. longipalpis. O
aumento da populacdo desta espécie de vetor € a associada ao aumento da umidade relativa
do ar e a precipitagdo pluviométrica (MORRISON et al., 1995; FERRO et al., 1995).

O flebotomo da espécie L. longipalpis geralmente inicia suas atividades ao anoitecer,
sendo hematofagas somente as fémeas. Estas necessitam de alimentacao sangiiinea para a
maturacdo dos ovos, que se processa em sete dias, durante os quais ficam em repouso
(ciclo gonadotréfico). No solo rico em himus, com relativo grau de umidade, a fémea poe
os ovos. O ciclo evolutivo, do ovo ao adulto, dura em média, 30 a 90 dias, conforme as
condicdoes ambientais. Os adultos tem vida relativamente curta, de 15 a 30 dias
(GONCALVES et al., 1986; MARZOCHLI, 1992).

O ciclo da Leishmania comega com o repasto sanguineo em um hospedeiro
vertebrado infectado pelo flebotomineo, onde ele ingere macroéfagos parasitados por
formas amastigotas do parasito. Estas sofrem divisdo binaria, multiplicagdo e diferenciacao
em formas paramastigotas, as quais colonizam o eséfago e a faringe do vetor, onde
permanecem aderidas ao epitélio pelo flagelo. Diferenciam-se em formas promastigotas

metaciclicas, que sdo as formas infectantes. O ciclo biolégico completa-se com a picada do
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fleboétomo infectado e subsequente inoculacdo de formas promastigotas do parasito na

corrente sanguinea de um novo hospedeiro vertebrado (BRASIL, 2004).

Fig. 1 - Ciclo de vida da Leishmania. 1. O flebotomo ingere macrofagos contendo amastigotas ao se
alimentar num mamifero infectado; 2. As formas amastigotas, uma vez liberadas do macréfago no interior do
tubo digestivo do inseto, transformam em formas promastigotas prociclicas, que se multiplicam
intensamente, aderidas ao epitélio de revestimento do trato digestivo. Apds 7 a 15 dias, formas metaciclicas
infectantes para o hospedeiro vertebrado aparecem na luz do tudo digestivo; 3. Ao se alimentar em outro
mamifero, o flebotomo infectado regurgita parte do conteudo do trato digestivo na lesdo recém causada,
inoculando assim as formas metaciclicas na pele do hospedeiro; 4. Estas sdo fagocitadas, transformam-se de
volta em amastigotas e proliferam intensamente no fagolisossomo da célula fagocitica; 5. O rompimento das
células infectadas libera amastigotas, que vao infectar novas células. O processo lentamente leva a uma
infecgdo sistémica; 6. O homem e varios outros mamiferos participam do ciclo das leishmanioses, incluindo
roedores, edentados, marsupiais e canideos. Adaptado da pagina indicada na figura.

Fonte: http://www.who.int/tdr/diseases/leish/lifecycle.htm

2.3 Caracteristicas Epidemiologicas

Atualmente, a LV ¢ endémica em 62 paises, com um total estimado de 200 milhdes
de pessoas sob risco de adquirirem a infeccdo. Aproximadamente 90% dos casos ocorrem
em 5 paises: India, Bangladesh, Nepal, Suddo e Brasil (WHO, 2001). A doenca atinge
principalmente as populagdes pobres desses paises. Embora existam métodos de
diagnostico e tratamento especificos, grande parte da populagdo ndo tem acesso a estes
procedimentos, elevando os indices de mortalidade. Nos paises endémicos, a LV continua

negligenciada pelo setor privado da economia e tem cabido ao setor publico, apesar dos
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recursos escassos ¢ infraestrutura inadequada, investir no desenvolvimento de novas
drogas e métodos de diagndstico mais eficientes (GONTIJO & MELO, 2004).

Nas Américas, a LV ocorre desde o México até a Argentina, sendo que cerca de 90%
dos casos humanos descritos sdo procedentes do Brasil (GRIMALDI et al., 1989). A LV
apresenta amplo espectro epidemioldgico no mundo, ocorrendo em vastas areas tropicais e
subtropicais do globo, podendo apresentar-se como zoonose, antroponose ou
antropozoonose, estas duas ultimas, quando o homem atua como reservatdrio no ciclo de
transmissdo do parasito (PASSOS et al., 1993).

Deane (1956b) trabalhando no Ceard abordava a expansdo e¢ o fenomeno de
urbanizagdo da LV, fato hoje consolidado, com a doenca instalada definitivamente em
cidades capitais e cidades do interior, como Sdo Luis/MA, Teresina/PI, Natal/RN, Rio de
Janeiro/RJ, Belo Horizonte/MG, Januaria/MG, Montes Claros/MG e Caic6/RN
(BATISTA, 2008; CUNHA et al., 1995; MARZOCHI & MARZOCHI, 1994; MONTEIRO
et al., 1994; PASSOS et al., 1993).

Os hospedeiros silvestres da L. chagasi até agora conhecidos sdo as raposas € 0s
marsupiais. Duas espécies de raposas foram encontradas naturalmente infectadas:
Lycalopex vetulus no Cearda (DEANE, 1956b); ¢ Cerdocyon thous no Para (LAINSON et
al., 1990; COURTEUAY et al., 1996) e em Minas Gerais (SILVA et al., 2000a; CURI et
al., 2006). L. chagasi foi isolada em marsupiais da espécie Didelphis albiventris na Bahia
(SHERLOCK et al., 1984) e no Rio de Janeiro (CABRERA et al., 2003). O fato destes
animais possuirem habitos sinantrépicos poderia promover a ligagdo entre os ciclos
silvestre e doméstico (GONTIJO & MELO, 2004).

No ambiente silvestre, no Par4d, de acordo com a figura 2, o ciclo biologico do
parasito ¢ mantido em raposas (Cerdocyon thous) e, possivelmente, em outros animais
silvestres (roedores e edentados), e a transmissdo ¢ realizada pela Lutzomyia longipalpis. A
presenca do vetor no peridomicilio estabelece a infeccao no homem e no cao, esta tltima
se torna a principal fonte de infec¢do para o homem. O ciclo é semelhante em outras
regides, com a mudanca de alguns elementos da fauna (LAISON e RANGEL, 2005, apud
MELO, 2006).
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Fig. 2 - Eco-epidemiologia da leishmaniose visceral americana no Estado do Para: /. o parasita se mantém no
ciclo enzodtico silvestre em raposas e possivelmente em outros animais por uma populagdo silvestre do
flebotomo Lutzomyia longipalpis; 2,3. A invasdo pelo vetor das moradias localizadas na proximidade da
floresta estabelece a infec¢do no cdo e no homem. Linhas continuas indicam a rota de transmissao definida e
as linhas descontinuas representam uma possivel transmissdo entre outros animais silvestres, e
provavelmente o homem também serve de fonte de infeccdo para o flebétomo (Modificado de Lainson,
1989).

A leishmaniose visceral canina (LVC), do ponto de vista epidemiologico, ¢
considerada mais importante que a doenga humana, pois, além de ser mais prevalente,
apresenta grande contingente de animais infectados com parasitismo cutaneo, sintomaticos
ou assintomaticos (CABRAL et al., 1998), que serve como fonte de infeccdo para os
insetos vetores. Essas caracteristicas tornam o cdo doméstico o principal reservatério do
parasito (ASHFORD, 1996).

A LV ¢ uma doenca caracteristicamente rural e associada a condigdes precarias de
vida, que encontra no espaco urbano ambiente favoravel para se estabelecer, ressurgindo
com grande impacto e diferentes perfis de morbi-mortalidades daqueles ja conhecidos
(BEVILACQUA et al., 2001).

Os principais determinantes dos niveis epidémicos da LV nos grandes centros sao:
convivio muito proximo homem/reservatério (cdo), aumento da densidade do vetor,
desmatamento acentuado e o constante processo migratorio (MARZOCHI, 1989). Estudos

da dinamica de transmissdao da LV, enfatizam duas varidveis a serem consideradas nos
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programas de controle: a sazonalidade da variacdo da populagcdo de flebotomineos e o
numero de caes infectados (DYE et al., 1993).

Nas cidades brasileiras, diversos fatores servem de estimulo para a domiciliacdo do
flebotomo, contribuindo para a ocorréncia de transmissdo ativa urbana: pobreza,
desnutricdo, grande numero de caes infectados, oferta de fontes alimentares humanas e
animais, arborizagdo abundante em quintais, potenciais criadouros de insetos e acimulo de
lixo, presenga de abrigos de animais silvestres no perimetro urbano, revelando que o
calazar ¢ uma doenga de intimas relagdes com as condigdes sociais as quais os individuos
estdo submetidos (OLIVEIRA, 1960; COSTA et al., 1995; FERRO et al., 1995;
MORRISON et al., 1995; NASCIMENTO et al., 1996).

2.4 Patogenia e Imunologia

Apo6s a picada do flebotomo infectado, as formas promastigotas sdo liberadas na
epiderme do hospedeiro e fagocitadas por células do sistema fagocitico mononuclear. No
interior dos macrofagos diferenciam-se em formas amastigotas, que se multiplicam
intensamente por divisdo bindria. Os macrdofagos, repletos de amastigotas, tornam-se
desvitalizados e rompem-se liberando essas formas, que serdo fagocitadas por novos
macrofagos em um processo continuo. Ocorre entdo a disseminagdo hemotogénica e
linfatica para outros tecidos ricos em células do sistema fagocitico mononuclear (BRASIL,
2004).

Apesar da imunidade celular ser o principal mecanismo de defesa do hospedeiro
contra a Leishmania, anticorpos e complemento podem destruir a Leishmania in vitro. As
formas promastigotas sdo fagocitadas pelos neutrofilos, que sdo as primeiras células a
migrarem para o local da infec¢gdo (WOODMAN et al., 1998) e podem ser destruidas
através da acdo de produtos do metabolismo oxidativo, como o peroxido de hidrogénio
(H202), atividade enzimatica e produg¢do de Oxido nitrico (MURRAY et al.,, 1983;
PEARSON & STEIGBIGEL, 1981). Niveis de 6xido nitrico produzidos por macrofagos
ativados por interferon-gama (IFN-y) ou pelo fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) estdo
relacionados com resisténcia a infeccao (LIEW et al., 1991).

Mosmann et al. (1986) obtiveram clones de células T CD4+ que podiam ser
subdivididas em subpopulacdes baseadas na producdo de citocinas apds estimulacdo in

vitro. As células T “helper” tipo 1 (Thl) produzem IFN-y e interleucina-2 (IL-2), fator
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estimulador de colonias de macrofagos e granuldcitos (GM-CSF), interleucina-3 (IL-3) e
linfotoxina (TNF-), e sdo responsaveis pela imunidade mediada por células, pelas reagoes
inflamatorias, além de estimular, também, a produgdo de anticorpos da classe IgG2a.
Células T “helper” tipo 2 (Th2) produzem interleucina-4 (IL-4), interleucina-5 (IL-5),
interleucina-10 (IL-10) e interleucina-13 (IL-13), e mediam a imunidade humoral e as
reagOes alérgicas. A IL-4 estd relacionada com a producdo de anticorpos da classe IgE,
IgGl e IgG4; e a IL-5 ¢ importante para diferenciacdo, multiplicacdo e ativagdo de
eosinofilos (MOSMANN & COFFMAN, 1989). Recentemente, mostrou-se a Leishmania
donovani estimula a diferenciacdo de células Th17, que produzem IL-17, IL-22 e IFN-y,
associadas a protegdo contra o calazar, desempenhando fungdes complementares as células
Thl (PITTA et al., 2009).

Uma citocina importante na resposta imune a Leishmania ¢ o IFN-y, produzida
principalmente por células T CD4+ do tipo Thl, e por células NK, estimuladas por IL-12.
O IFN-y ativa a 6xido nitrico sintetase (iINOS ou NOS2), levando ao estimulo da acao
microbicida mediada pelo 6xido nitrico (BACELLAR & CARVALHO, 2005).

A atividade leishmanicida do macrofago esta também na dependéncia da producao do
fator de crescimento e transformagdo B (TGF-B). Essa citocina estd relacionada com
desativagdao de macrofago, inibicao da a¢ao do IFN-y e redugdo da expressao de moléculas
MHC classe II (DING et al., 1990).

A interleucina-10 (IL-10) ¢ uma outra citocina produzida por macrofagos que
contribui para a sobrevivéncia da Leishmania nessas células. A IL-10 inibe a sintese de
citocinas produzidas pelos macréfagos como IL-1B, IL-6, IL-8 e TNF-o (WAAL
MALEFYT et al., 1991a) e inibe a fun¢do dessas células como apresentadoras de antigeno
através da diminuicdo da expressdo de moléculas do MHC classe II (WAAL MALEFYT et
al., 1991b). Um outro efeito importante da IL-10 nos macrofagos € a inibi¢do dos eventos
metabolicos associados com sua ativacdo (BOGDAN et al., 1991). Esses efeitos,
associados a capacidade dessa citocina de suprimir a producdo de IFN-y por células T
CD4+ tipo Thl, fazem com que a IL-10 interfira na atividade leishmanicida do macréfago
(BACELLAR & CARVALHO, 2005).

A interleucina-12 (IL-12) ¢ um dos mais importantes componentes da fase inicial da
infec¢do pela Leishmania. A 1L-12 ¢ produzida primariamente por células apresentadoras
de antigeno (monoécitos, macrofagos, células dendriticas e células B) e sua principal

atividade biologica € sobre células T e células “natural killer” (NK), nas quais ela estimula
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a produgdo de citocinas, principalmente IFN-y, proliferagao celular e citotoxicidade
(TRINCHIERI & GEROSA, 1996). A IL-12 desempenha um papel importante na
diferenciacdo e expansdo de células T CD4+ do tipo Thl e ¢ importante para o padrao de
resisténcia a infecgdo (SCHARTON & SCOTT, 1993; SCHARTON-KERSTEN et al.,
1995).

A resposta imune na infec¢do causada por Leishmania chagasi estd intimamente
relacionada com o controle ou o desenvolvimento da doenca, assim como as manifestagdes
clinicas observadas na leishmaniose visceral. A incapacidade de ativar macrofagos para
destruir a Leishmania é o principal defeito nessa doenca e essa anormalidade se associa
com a multiplicagdo e disseminacdo do parasito € o envolvimento de multiplos 6rgaos
como medula 6ssea, linfonodos, bago e figado (BACELLAR & CARVALHO, 2005).

Pacientes com leishmaniose visceral apresentam niveis séricos altos de TNF-a
(BARRAL-NETTO et al., 1991) e de IL-6 (CENINI et al., 1993), que diminuem apds a
teraputica com antimonial. Essas citocinas estdo relacionadas com febre e astenia e o
TNF-a, também conhecido como caquexina, pode contribuir para a perda de peso e
acentuar a desnutricao nesses pacientes (BACELLAR & CARVALHO, 2005).

A ativagdo policlonal de linfécitos B leva a um quadro de hiperglobulinemia e
complexos imunes circulantes podem ser adsorvidos as hemacias contribuindo para uma
menor sobrevida das mesmas favorecendo a anemia observada na leishmaniose visceral
(CARVALHO et al., 1986).

Niveis elevados de TGF-f, biologicamente ativos, também foram documentados no
plasma e medula d6ssea de pacientes com leishmaniose visceral; esses niveis diminuem
apos a cura da doenga. Sabe-se que essa citocina estd associada com a inibicdo da
proliferacdo celular e pode ter papel importante na redugdo da producdo de hemdcias,
neutrofilos e plaquetas pela medula 6ssea e, dessa forma, também contribuir para a

patogénese da leishmaniose visceral (BACELLAR & CARVALHO, 2005).

2.5 Sinais Clinicos

Em humanos, a infec¢do por Leishmania pode se manifestar de forma grave,
assintomatica ou com sintomas leves, dependendo do estado imunoldgico do hospedeiro. O
periodo de incubagdo da doenca ¢ bastante variavel, 10 dias a 24 meses, com média entre

dois a seis meses e, geralmente, apresentando evolucdo insidiosa. O primeiro sinal de
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visceralizacdo ¢ febre baixa recorrente, com dois ou trés picos diarios, que persiste com
remissoes durante toda infec¢do. A enfermidade se caracteriza por esplenomegalia e, mais
tarde, por hepatomegalia, além de linfoadenomegalia, anemia com leucopenia,
hipergamaglobulinemia, tosse, edema, dor abdominal, escurecimento da pele e emaciacao.
O abdome pode estar protuberante devido a esplenomegalia e hepatomegalia. Em pacientes
nado tratados, ocorre progressiva desnutricao multifatorial devido a inapeténcia, presenga de
vOmitos, diarréia e o proprio catabolismo decorrente da doenca, sendo causa importante do
aumento da susceptibilidade a infeccdes secundarias (ACHA & SZYFRES, 1989;
ANDRADE et al., 1990; SEAMAN et al., 1996).

De acordo com Almeida et al. (2006), os caes acometidos podem ser divididos em
trés grupos de acordo com os sinais clinicos manifestados: os assintomaticos (nao
apresentam sinais), os oligossintomaticos (apresentam apenas alguns sintomas) e o0s
sintomaticos (manifestam diversos sintomas). Os animais podem se manter assintomaticos
por até sete anos.

Em caes, periodo de incubagdo pode variar de 3 a 7 meses (ACHA & SZYFRES,
1989; VOIGT & KLEINE, 1975). Os sinais clinicos mais comumente observados sao
lesdes cutineas (alopecia, lesdes crostosas, descamacdo furfuracea, dermatites, ulceras
cutaneas, onicogrifose), sinais oculares (conjuntivites, ceratoconjuntivites, blefarites,
uveites) e afec¢do visceral (febre, linfoadenopatia local ou generalizada, perda de peso
progressiva, politria, polidipsia, indisposicdo, anemia, hepatoesplenomegalia,
glomerulonefrites e faléncia renal cronica) (GALLEGO, 2004; IKEDA et al., 2005). As
lesdes observadas na necropsia consistem em auséncia de tecido adiposo, esplenomegalia,
hepatomegalia, medula 6ssea de consisténcia gelatinosa e de coloragdao vermelho intenso,
linfoadenopatia e, na maioria das vezes, ulceragdes nos intestinos (VOIGT & KLEINE,

1975).
2.6 Diagnostico
2.6.1 Diagnéstico Clinico e Parasitolégico
Nos casos humanos, o diagndstico € rotineiramente realizado com base em

parametros clinicos e epidemioldgicos. O diagndstico clinico ¢ complexo, pois a doenga no

homem pode apresentar sinais e sintomas que sdo comuns a outras patologias presentes nas
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areas onde incide a LV, como, por exemplo, Doenca de Chagas, Malaria, Esquistossomose,
Febre Tifoide e Tuberculose (GONTIJO & MELO, 2004). O diagndstico definitivo requer,
por vezes, a demonstragdo da presenga da Leishmania através de métodos parasitologicos
ou a evidenciacdo de uma resposta imune especifica contra o parasito por ensaios
laboratoriais.

O diagnéstico clinico da LV canina ¢ também frequentemente um problema
complexo para o veterindrio (BANETH & AROCH, 2008). H4 um amplo espectro de
sinais clinicos, desde animais aparentemente saudaveis, passando por oligossintomaticos,
até estagios severos da doenca. Uma caracteristica importante ¢ a permanéncia da doenga
clinicamente inaparente por longos periodos. Nos caes, a doenga ¢ sistémica cronica e pode
levar o animal a morte. Dependendo da fase da doenca e das condi¢des imunoldgicas,
muitos caes infectados se apresentam assintomaticos. Entretanto, j4 foi demonstrado que
caes infectados, mesmo assintomaticos, sao fonte de infeccdo para os flebotomineos e,
conseqiientemente, tém papel ativo na transmissdo de Leishmania (PALATNIK-DE-
SOUSA et al., 2001).

A demonstracdo do parasito pode ser feita em material de bidpsia ou puncao
aspirativa do baco, figado, medula 6ssea ou linfonodos, especificamente o popliteo. O
material obtido ¢ utilizado para a confeccao de esfregaco ou impressao em laminas,
histologia, isolamento em meios de cultura ou inoculagdo em animais de laboratorio
(SUNDAR & RAI, 2002). Estes métodos permitem a identificagdo direta das formas
amastigota e promastigota do parasito. As amastigotas apresentam forma eliptica ou
arredondada (3 a 4 mm), com nucleo acidofilico e cinetoplasto basofilico, no interior de
macrofagos ou livres entre as células. O exame citologico de raspado de lesdes ulcerativas
cutaneas pode evidenciar o parasito, porém com menor frequéncia. Uma comparagio entre
a sensibilidade do exame direto a partir de varios tecidos e oOrgdos do cdo para o
diagnostico do calazar mostrou que a pungao de linfonodo popliteo tende a dar melhores
resultados (MOREIRA et al., 2007), embora recentemente Madeira et al. (2009) tenham
sugerido que o exame histologico de pele intacta pode resultar em elevada sensibilidade no
diagndstico parasitologico da leishmaniose visceral canina.

O i1solamento do parasito em meios especiais (NNN e RPMI) pode ser utilizado como
meio de diagnostico, porém o crescimento de promastigota ¢ lento e sua sensibilidade ¢
baixa, pois a distribuicdo dos parasitos ndo ¢ homogénea no tecido, especialmente nos

estagios iniciais da doenga. Esse método ndo ¢ aplicado na rotina diagnostica, embora o
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cultivo seja um procedimento necessario para identificar e classificar as espécies de
Leishmania (LUZ et al., 2005). A especificidade ¢ de 100% e sensibilidade de 98% ¢
alcangada quando se utiliza aspirado do baco. As punc¢des esplénicas e de medula ossea sao
consideradas procedimentos invasivos e exigem ambientes apropriados para a coleta, ndo
sendo procedimentos adequados para estudos epidemiologicos em larga escala, e muitas
vezes sao também inadequados para diagndsticos individuais (SUNDAR & RAI, 2002). A
pesquisa de parasitas no sangue periférico pode ser utilizada, sobretudo em pacientes
infectados com HIV (DEREURE et al., 1998a). Nos caes parasitas podem ser cultivados a
partir de varios tecidos, mas os aspirados de medula 6ssea e linfonodo tém sido
preferencialmente utilizados, com resultados satisfatorios (BARROUIN-MELO et al.,
2006; MAIA et al., 2009).

2.6.2 Diagnéstico Sorolégico

A marcada estimulacdo policlonal de linfécitos B resulta em hipergamaglobulinemia,
o que facilita o diagnéstico através de testes soroldgicos evitando os métodos
parasitologicos invasivos. Diferentes técnicas soroldgicas tém sido utilizadas no
diagnostico da LV humana e canina que diferem em sensibilidade e especificidade, na
aplicagdo pratica em condi¢des de campo e na disponibilidade de reagentes. O homem
pode permanecer positivo durante longo tempo apds o tratamento, ndo permitindo
avaliacao do efeito da terapia e ocorréncia de reagdes cruzadas com outras doengas. Como
ha infec¢des sub-clinicas, um teste positivo necessariamente ndo indica doenca ativa
(GONTIJO & MELO, 2004).

Os antigenos utilizados em diagnodsticos sorologicos sdo quase sempre derivados de
promastigotas de cultura, parasitos intactos ou moléculas soltveis, que apresentam reagdes
cruzadas com outras espécies da familia Trypanosomatidae, € mesmo com microrganismos
filogeneticamente distantes (SUNDAR & RAI, 2002), devendo-se sempre considerar o
diagnéstico diferencial da LV com outras doengas (GONTIJO & MELO, 2004).

Atualmente, os ensaios mais frequentemente empregados no diagndstico da
leishmaniose visceral, tanto humana como canina, sao a reagdo de imunofluorescéncia
indireta (RIFI), o ensaio imunoenzimdtico (ELISA) e o teste de aglutinag¢do direta (DAT)
(SUNDAR & RAL 2002).
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O DAT tem mostrado em vérios estudos sensibilidade de 91 a 100% e especificidade
de 72 a 100%. A técnica apresentava originalmente dificuldade na produgdo do antigeno
(suspensdo de promastigotas fixados com formalina e corados com azul de Comassier)
(BOELAERT et al., 1999), mas este problema parece ter sido resolvido na ultima década,
tendo sido o ensaio repetido por muitos laboratorios € mesmo comercializado, na forma de
suspensdo ou como antigeno liofilizado. Uma variacio da DAT, o FAST (Fast
Agglutination Screening Test — Teste Répido de Aglutina¢do para Triagem), vem sendo
testada em situacdes epidémicas e para inquéritos populacionais (SCHOONE et al., 2001).
O DAT pode ser empregado para o diagnostico canino, inclusive na versdo liofilizada
(OSKAM et al., 1996; FERREIRA et al., 2007).

No Brasil, os testes mais utilizados no diagnostico de LV humana e canina sdo a RIFI
e ELISA, sendo considerados, sobretudo este ultimo, testes de escolha para inquéritos
populacionais (GONTIJO & MELO, 2004). A RIFI apresenta menor especificidade que o
ELISA, exige na sua execu¢ao pessoal treinado, ¢ uma reacao dispendiosa € ndo esta
adaptada para estudos epidemioldgicos em larga escala. Uma das principais limitagdes da
técnica para o calazar humano é a ocorréncia de reagdes cruzadas com leishmaniose
tegumentar, doenca de Chagas, malaria, esquistossomose e tuberculose pulmonar
(SUNDAR & RALI, 2002). Isto dificulta a interpretacdo dos dados epidemioldgicos, pois no
Brasil ocorre superposi¢do da LV, sobretudo com leishmaniose tegumentar e doenga de
Chagas (GONTIJO & MELO, 2004). A RIFI pode, em condi¢des experimentais
adequadas, apresentar sensibilidade e especificidade equivalentes ao ELISA e ser tao
eficiente no diagndstico do calazar canino como o TRALd, baseado no antigeno
recombinante rK39 (ROMERO et al., 2009).

O teste de ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbet Assay) ¢ o mais utilizado para
imunodiagnoéstico de leishmaniose visceral. E um teste rapido, de facil execucdo e leitura,
sendo um pouco mais sensivel e um pouco menos especifico que a RIFI. O teste ¢ sensivel,
permitindo a deteccdo de baixos titulos de anticorpos, mas € pouco preciso na deteccdo de
casos subclinicos ou assintomaticos (EL-AMIN et al., 1986). Funciona igualmente bem
para o diagnostico da LV canina (EVANS et al., 1990).

Vérios antigenos tém sido identificados como candidatos ao desenvolvimento de
ensaios diagnosticos molecularmente definidos. Um teste imunocromatografico simples e
rapido, utilizando soro ou sangue do paciente, foi desenvolvido com o antigeno rK39

fixado em nitrocelulose (Teste Rapido Anticorpo de Leishmania donovani — TRALA)
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(REED et al., 1990). O teste mostrou 100% de sensibilidade quando aplicado na India
(SUNDAR et al., 2002) e 67% no Suddo (ZIJLSTRA et al., 2001). O TRALd pode
apresentar reagdo cruzada com maldria, febre tiféide e tuberculose. No Brasil, quando
aplicado em cdes de area endémica, a sensibilidade foi de 92% e a especificidade de
99,5%. Entretanto, o teste ndo foi capaz de detectar infeccdo nos animais com titulos de
RIFI baixos de 1:40 até 1:320 (GENARO et al., 1997). Apesar das limitagdes apresentadas,
0 teste parece ser promissor para uso em programas de satde publica, pois requer pequena
quantidade de sangue periférico, ¢ de rapida execugdo e leitura (10 minutos) e pode ser
utilizado em condi¢des de campo. Em 2003, o teste foi modificado sendo acrescido do
antigeno recombinante rK26 do complexo L. donovani, que também reconhece anticorpos
especificos para espécies deste complexo, ampliando a sensibilidade uma vez que
individuos assintomaticos negativos ao rK39 mostraram-se positivos com o rk26
(NAKATANTI et al., 2001; TAVARES et al., 2003).

O rK39, quando empregado no ELISA, mostrou 100% de especificidade e 98% de
sensibilidade (BURNS et al., 1993) no diagndstico do calazar humano. A proteina rK39 ¢
apenas reconhecida em cdes e humanos na fase aguda da doenca e ndo nos casos
assintomaticos ou de cura espontanea (BADARO et al., 1996), assim o teste pode ser
utilizado tanto para diagndstico quanto para avaliar a progressao e cura da doenga (BRAZ
et al., 2002).

O complexo antigénico de superficie fucose-manose ligante (FM-ELISA), descrito
para o complexo Leishmania donovani, foi testado no diagnoéstico e prognostico do calazar
humano e canino. O maior componente do antigeno, uma glicoproteina de 36KDa (GP36),
permite obter 100% de sensibilidade e 96% de especificidade quando usado no teste de
ELISA (PALATINICK DE SOUZA et al., 1995).

O antigeno recombinante A2, uma familia de proteinas expressa em amastigotas, foi
testado na India e no Suddo, com 60% e 82% de reatividade com soros humanos,
respectivamente. No Brasil mostrou 77% de reatividade em pacientes com LV e 87% em
caes com teste de RIFI positivo (CARVALHO et al., 2002).

Em meados da década de 80, a importancia das proteinas de choque térmico (Heat
Shock Proteins — HSP) como antigenos majoritarios em varias infecgdes parasitarias e
bacterianas comecgou a ser revelada. Adicionalmente, ficou evidenciada uma variacao
importante da expressao quantitativa e qualitativa das HSP’s durante a diferenciacdo de

diversos parasitos, no estresse provocado no momento em que o parasito se instala no vetor
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(ou ¢ cultivado em meio de cultura) ou quando € exposto ao aumento de temperatura apos
inoculagdo nos hospedeiros vertebrados (FEDER & HOFMAN, 1999). Andrade et al.
(1992), apos immunoscreening de uma biblioteca de cDNA de L. donovani, identificaram
que 70% dos clones selecionados com soro de humanos com leishmaniose visceral
codificavam HSP70 e HSP90. Ao usar as proteinas recombinantes representando a parte
carboxi-terminal da HSP70 como antigeno para o teste de ELISA, ndao foi observada
reagdo cruzada com 7. cruzi e Toxoplasma gondii. Para a HSP70, a regido mais divergente
estava localizada na regido carboxi-terminal, desta forma, as reagdes cruzadas com outros
organismos devem ocorrer devido a epitopos conservados da regido amino-terminal. O
emprego da fracao carboxi-terminal para o diagnostico do calazar humano e canino levou a
elevadas sensibilidade e especificidade (ANDRADE & ANDRADE, 1996). Este antigeno
¢ comercialmente empregado no kit ELISA S7, aprovado para diagnostico do calazar
canino no Brasil.

A técnica de western blotting (WB) ¢ mais sensivel e precoce, quando comparado
com a RIFI e ELISA, sugerindo a possibilidade da sua utilizagdo como preditora da doenca
e do parasitismo no cdo (AISA et al., 1998), entretanto ¢ mais laboriosa e ndo apropriada
para avaliacao de grande nimero de amostras.

O emprego de aglutinagdo de particulas de poliestireno sensibilizadas com antigeno
especifico tem facilitado o diagndstico de algumas doencas infecciosas. Mayrink et al.
(1972) realizou um teste de aglutinagdo de particulas de latex de poliestireno, previamente
sensibilizadas com antigeno heterélogo (BCG), com soros de pacientes portadores de
leishmaniose visceral americana, obtendo 100% de sensibilidade e especificidade. Os
antigenos utilizados para sensibilizar o latex sdo complexos, ao invés de proteinas
recombinantes purificadas especificas de Leishmania. Apesar do excelente resultado
obtido, ndo houve novas publicagdes com esta técnica durante mais de 20 anos. Cummins
et al. (1994) desenvolveram a partir de antigenos de Leishmania infantum, um ensaio de
aglutinagdo de latex para o sorodiagnéstico do calazar humano, e o aplicaram na Africa,
com bons resultados. Empregando o mesmo protocolo Bagchi et al. (1998) e Moody & El-
Safi (1996) obtiveram resultados satisfatorios no sorodiagnostico humano na India e no
Sudao. Por fim, Dereure et al. (1998b) empregaram essencialmente a mesma técnica para
o diagnostico do calazar canino na Franga, com elevada sensibilidade e especificidade. Nao
houve, contudo, continuacdo dos trabalhos, nem no sorodiagnostico canino nem no

humano.
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Attar et al. (2001) desenvolveram um teste de aglutinacao rapida, KAtex, que detecta
antigeno de Leishmania na urina de humanos através de latex ligado a uma IgG anti-
promastigota produzida em coelho, mostrando 100% de especificidade e 68-100% de
sensibilidade, usando urina coletada de casos confirmados e controles do Brasil, Yémen e
Nepal.

O antigeno de urina detectado pelo KAtex ¢ a base de um carboidrato de 5-20 kDa
(SARKARI et al., 2002). A principal desvantagem sdo os resultados falso-positivos que
pode ser diminuida pela fervura da amostra de urina por 5 minutos antes do teste (HATAM
et al., 2009). Outros estudos reportaram diferentes sensibilidades e especificidades para
KAtex, incluindo: 95,2 ¢ 100% no Sudao (EL-SAFI et al., 2003), 73,9 e 82,4% na Etiopia
(DIRO et al., 2007), e 82,7 e 98,9% no Iran (MALAETI et al., 2006). No Nepal foram feitos
dois estudos com o KAtex, obtendo sensibilidade e especificidade de 57 e acima de 90% e
47,7 e 98,7%, respectivamente (RIJAL et al., 2004). Na India, os dois trabalhos com o
teste, mostraram sensibilidade e especificidade de 67 e 99% (BOELAERT et al., 2008) e
87 € 99% (SUNDAR et al., 2005), respectivamente. Em dois estudos da Espanha com 49 e
12 pacientes coinfectados com HIV/LV, a sensibilidade do KAtex foi de 85,7% e 100%,
respectivamente (RIERA et al., 2004; VILAPLANA et al., 2004), e a especificidade de um
destes testes estudos foi de 96% (VILAPLANA et al., 2004).

2.6.3 Diagnéstico Molecular

Na era gendmica, ha um numero crescente de seqiiéncias de nucleotideos de
Leishmania, obtidos ndo sé no projeto genoma, mas também de trabalhos individuais.
Esses dados podem ser utilizados para estudar a fun¢do de diversos genes, podendo
esclarecer aspectos da relagdo hospedeiro/parasito e eventualmente ser utilizados como
instrumento de diagndstico e ainda indicar possiveis alvos quimioterapicos (GONTIJO &
MELO, 2004).

Técnicas de biologia molecular foram desenvolvidas para a deteccao de Leishmania,
entre elas pode-se citar a PCR, associada ou ndo com hibridizagdo com sondas especificas
e com RFLP, e, mais recentemente, o Real Time PCR (PCR em Tempo Real) que ¢
quantitativo, mais sensivel e ndo apresenta a desvantagem da contaminacdo. Diferentes
tipos de amostras bioldgicas, tais como aspirados esplénicos, de medula Ossea, de

linfonodos, sangue total, papa leucocitaria, cultura e sangue coletado em papel-filtro,
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podem ser utilizados como fonte de material para as reacdes, mas até entdo ndo ha um
consenso sobre a melhor associacdo entre a técnica e o tecido que proporcione melhor
sensibilidade e especificidade (FERREIRA et al., 2008; GONTIJO & MELO, 2004;
SILVA etal., 2001; TAVARES et al., 2003).

Entretanto, o melhor alvo para PCR ¢ para as sondas de DNA tem sido o DNA
mitocondrial (kDNA), formado por minicirculos e maxicirculos. Considerando que o
parasito possui 10000 copias de minicirculos, a presenca de uma Unica Leishmania na
amostra corresponde ao mesmo niimero de genes alvos iniciais para o PCR, o que melhora

a sensibilidade das técnicas para este patogeno.

2.7 Tratamento

Por mais de sessenta anos, o tratamento da leishmaniose visceral humana vem sendo
realizado com antimoniais pentavalentes: antimoniato de N-metil glucamina-Glucantime®
e estibogluconato de sodio-Pentostan”, que sdo os medicamentos de primeira escolha para
o tratamento humano. Estas drogas, além de tdxicas, nem sempre sdo efetivas, e na LV sdo
usadas em esquemas prolongados. O principal efeito colateral do glucantime é sua acao
sobre o aparelho cardiovascular e a administracdo ¢ desaconselhada durante os dois
primeiros trimestres de gestacdo. Como tratamentos alternativos no Brasil, sdo utilizados a
anfotericina B e as pentamidinas. A utiliza¢do destas drogas s6 deve ser realizada em
hospitais de referéncia. O miltefosine, uma droga desenvolvida como um agente
antitumoral, mostrou 95% de cura efetiva em estudo no calazar indiano. Esta droga
apresenta a vantagem de ser de uso oral e bem tolerada, embora seja potencialmente
teratogénica, o que limita a sua utilizagdo por gravidas e nutrizes (BRASIL, 2006).

Em 1998, realizou-se um estudo com o tratamento para leishmaniose visceral em
cdes experimentalmente infectados, utilizando o glucantime em associagdo com um
imunoterdpico e observou-se que ndo houve negativacdo nos testes sorologicos e
parasitologicos, o que indicava nao haver cura efetiva (MELO, 1998).

O tratamento de cdes ndo ¢ uma medida recomendada, pois ndo diminui a
importancia do cdo como reservatdrio do parasito. As tentativas de tratamento da
leishmaniose visceral canina, por meio de drogas utilizadas para humanos tem tido baixa
eficacia. Com relagdo ao antimoniato de N-metil glucamina, a dosagem utilizada para o

4

tratamento canino ¢ aproximadamente 10 vezes maior que o recomendado para o
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tratamento humano. O uso rotineiro de drogas em caes induz a remissao temporaria dos
sinais clinicos, ndo previne a ocorréncia de recidivas, tem efeito limitado na infectividade
de flebotomineos e levam ao risco de selecionar parasitos resistentes as drogas utilizadas
para o tratamento humano (BRASIL, 2006).

Considerando todos os problemas apontados acima, em 2008 entrou em vigor a
Portaria Interministerial n® 1.426, de 11 de julho de 2008, art. 1°, que proibe, em todo o
territorio nacional, o tratamento da leishmaniose visceral em cdes infectados ou doentes,
com produtos de uso humano ou produtos ndo-registrados no Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (MAPA); aplicando-se ao Médico Veterinario infrator as
infragdes e penalidades do Codigo de Etica Profissional do Médico Veterinario, o artigo n.
268 do Codigo Penal e as infragdes e penalidades previstas na Lei n. 6.437, de 20 de agosto
de 1977, e no Decreto-Lei n. 467, de 13 de fevereiro de 1969.

2.8 Controle e Profilaxia

Em virtude das caracteristicas epidemioldgicas e do conhecimento ainda insuficiente
sobre os varios elementos que compdem a cadeia de transmissao da leishmaniose visceral,
as estratégias de controle ainda sdo pouco efetivas e estdo centradas no diagnostico e
tratamento precoce dos casos, reducdo da populacdo de flebotomineos, eliminagdo dos
reservatorios e atividades de educagdo em satde. Vale destacar, que as a¢des voltadas para
o diagnostico e tratamento dos casos e atividades educativas, devem ser priorizadas,
lembrando que as demais medidas de controle devem estar integradas para que possam ser
efetivas (BRASIL, 2006).

Ao longo dos anos, a execucdo, muitas vezes parcial, dessas a¢des de controle nao
proporcionou a desejada redug¢do da incidéncia de LVA no Brasil. O controle do
reservatorio canino tem sido um dos temas mais controversos quanto a sua contribuicdo na
redu¢do da incidéncia da LV em humanos e caes. A ineficiéncia dessas ag¢des ¢ atribuida a
baixa sensibilidade do teste de imunofluorescéncia indireta, agravada pelo antigo uso de
papel filtro na colheita de sangue nos inquéritos soroldgicos caninos, demora no retorno
dos resultados, atrasando a retirada dos caes (eutanasia) sorologicamente positivos,
reposi¢do dos cdes eutanasiados no ambito das ag¢des de controle, auséncia de técnica que

avalie in locu a infectividade dos cdes em inquéritos caninos (JULIAO et al., 2007).
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Os Ministérios da Satde e da Agricultura preconizam que vacinas contra a LV canina
devem ser capazes de reduzir os sintomas, o parasitismo tecidual e, conseqiientemente, a
transmissdo ao inseto vetor. Além disso, ap6s a imunizagdo deve ser possivel distinguir
sorologicamente cdes imunizados daqueles infectados. Embora, as atuais medidas de
controle adotadas tenham se apresentado dispendiosas, pouco praticas e de efeito
temporario, a ado¢gdo de uma vacina, como medida de controle adicional, ndo deve
interferir nas medidas de controle vigentes (FERNANDES, 2006).

O Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) registrou em 2003
uma vacina canina para leishmaniose visceral, a Leishmune® produzida pela Fort Dodge
Satide Animal Ltda. (BRASIL, 2005). A vacina Leishmune® ¢ composta pelo antigeno
complexo glicoprotéico Ligante de Fucose e Manose (FML) de Leishmania donovani € o
adjuvante saponina. Os resultados obtidos e publicados a colocam como a primeira
ocorréncia no mundo de uma vacina que promove longo e significativo efeito protetor em
caes contra LVC (SILVA et al., 2000b). Os resultados obtidos por meio do uso da vacina
Leishmune demonstraram uma eficécia vacinal de 76% a 80% (BORJA-CABRERA et al.,
2002). A formulacdo da Leishmune® ndo tem como base um antigeno recombinante, mas
uma fracdo enriquecida com a proteina NH36 que tem funcdo de FML no parasito. Esta
fracdo, entretanto, pode conter outros antigenos como a proteina LACK, que tem massa
molecular de 36 kDa (MELO, 2006).

Em 2008, foi langada uma nova vacina contra a LVC, a Leish-Tec® desenvolvida
pela Hertape Calier Satide Animal S/A. A vacina Leish-Tec® é composta pelo antigeno
recombinante A2 de Leishmania donovani ¢ o adjuvante saponina. A proteina A2 ¢ um
fator de viruléncia do parasito, associado a capacidade de visceralizacdo dos parasitas. Ela
¢ atualmente considerada o antigeno de Leishmania melhor caracterizado, capaz de induzir
uma resposta imune protetora contra leishmaniose visceral canina. A imunizagdo com o
antigeno A2 foi capaz de induzir protecao significativa contra a infecg¢ao por L. donovani e
L. amazonensis e L. chagasi em camundongos e em caes (HERMONT, 2008).

Apesar dos ensaios obtidos com as vacinas serem promissores, o custo da vacinacao
por animal ainda é muito caro impedindo a adogdo por proprietarios de baixa renda ou em

campanhas publicas.
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3 MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi desenvolvido no Laboratdrio de Biologia Molecular do Semi-arido
da Unidade Académica de Medicina Veterinaria do Centro de Satde e Tecnologia Rural da

Universidade Federal de Campina Grande, Campus Patos - PB.

3.1 Expressao da proteina recombinante HSP70

O clone que expressava a fragdo carboxi-terminal da proteina HSP70 foi proveniente
da biblioteca de ¢cDNA do Programa Genoma Nordeste (ProGeNE). Resumidamente o
RNA mensageiro isolado da Leishmania chagasi foi usado no kit SuperScrit Plasmid
System with Gateway Technology for cDNA Synthesis and Cloning' ¢ o gene clonado no
plasmideo pSPORT 1. A clonagem foi realizada nos sitios Sal I e Not 1. O gene clonado
tem 918 pares de base, correspondente a regido carboxi-terminal da HSP70 do aminoacido

306 ao 653.
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Figura 3 - Mapa do vetor de clonagem e expressdao pSport 1 (Invitrogen , USA). A clonagem do cDNA foi
feita entre os sitios Sal I e Not I do poly-linker, representado no alto da figura.
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A bactéria transformada foi cultivada em meio LB (Luria Bertani) por 18 horas e
depois repicada em meio agar LB com ampicilina (concentragao final de 100 pg/mL), pois
o plasmideo apresenta um gene de resisténcia a este antibidtico. Para induzir a expressao
do inserto na bactéria, adicionou-se ao meio IPTG (isopropil-B-D-tiogalactosideo) 0,5M,

um analogo da lactose que inativa o repressor lacZ, induzindo a transcri¢do do operon lac.

3.2 Soros

Foram testadas 292 amostras do banco de soros caninos do Laboratério de Biologia
Molecular do Semi-arido, provenientes de Jodo Pessoa - PB, Patos - PB, Sousa - PB, Caic6
- RN, Vitoria de Santo Antdo - PE, Olinda - PE, Brasilia — DF e Campinas — SP, incluindo
29 soros de caes experimentalmente infectados (cedidos por MELO, M. A.).

Todos os soros foram adsorvidos com solugao de coleta preparada com sonicado de
E. coli DH10B, objetivando neutralizar os anticorpos anti- E. coli. A adsor¢ao foi realizada
por 4 horas a temperatura ambiente (TA) ou 12 horas a 4° C.

As amostras de soro foram avaliadas no ensaio de aglutinacdo de latex nas dilui¢des
1:2, 1:5, 1:10 e 1:20. Os soros foram diluidos com solu¢do de imunoadsorcao (solucdo de

coleta).

3.3 SDS-PAGE e western blot (WB)

Apo6s 18 h de crescimento, a cultura foi centrifugada em microtubos de 1,5 mL, o
sobrenadante descartado, o sedimento lisado com tampdo de amostra para proteina
(Anexos) por 30 min a temperatura ambiente e depois mantido a 100°C por 5 min, sendo
imediatamente empregado ou estocado a -20° C. Foram preparados dois géis de
poliacrilamida a 12% (Anexo), sendo um para verificar a eficiéncia da clonagem e
expressdo do gene da HSP70 e um outro para avaliar a antigenicidade da proteina, através
do western blot.

Para analise da expressdo de proteinas pela bactéria transformada, comparativamente
a linhagem parental ndo transformada, as amostras foram submetidas a separacao
eletroforética em cuba de eletroforese vertical contendo tampao de corrida a base de Tris-
glicina (Anexo) e coradas com azul de Comassier (Anexos). Um padrao de peso molecular

foi empregado para gerar bandas de referéncia no gel.
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Para analise da antigenicidade do segmento da HSP70, as proteinas do gel foram
transferidas para membrana de nitrocelulose® utilizando cuba de transferéncia horizontal
semi-seca (Figura 5), com posterior neutralizagio da membrana com PBS/leite desnatado’
2% por 30 minutos.

A membrana foi incubada a 37°C por 30 min com um pool de soros caninos positivos
na dilui¢ao 1/400, seguida de 3 lavagens de 5 min, sob agitagdo, com PBS Tween 0,05%.

Prosseguiu-se com a adi¢do de conjugado proteina A peroxidase, diluida 1/10000, seguida

da revelagao com solucao de TMB, tampao citrato e d4gua oxigenada (Anexo).

Figura 4 - Cuba de eletroforese vertical. Figura 5 - Cuba de transferéncia vertical semi-dry
(semi-seca).

3.4 Ensaio Imunoenzimatico

O teste ouro para a sorologia, neste trabalho, foi o ELISA® (Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay — Ensaio de Imunoadsorcdo Enzimatica), que ¢ baseado no
reconhecimento de anticorpos especificos por antigenos fixados em um suporte plastico. A
reacdo ¢ visualizada por adicdo de conjugado proteina A peroxidase. O kit utilizado foi o
ELISA S7, autorizado pelo Ministério da Agricultura para diagnostico do calazar canino,
com protocolo realizado de acordo com as instru¢des do fabricante (Biogene Ind. Com.
Ltda, Recife, PE). Os soros foram diluidos 1:100 em solug¢do de coleta e incubados por

pelo menos 4 horas a T. A. ou 12 horas na geladeira.

2 PROTRAN® BA & OPTITRAN® BA Nitrocellulose and Reinforced Nitrocellulose Transfer Membranes, Schleicher
& Schuell.

3 Molico® desnatado — Nestlé.

# Kit para Diagnostico do Calazar Canino ELISA/S7, Biogene.



34

3.5 Aglutinacao em latex

Pérolas de latex de 0,8 um de didmetro, fornecidas em suspensdo a 10%°, foram
diluidas 1:10 com PBS 1X (pH 7.4). 500 uL do latex diluido 1/10 e 500 uL da proteina
recombinante HSP70 foram homogeneizadas e mantidas em agitagdo a TA por duas horas,
a fim de recobrir as pérolas de latex com a proteina. Em seguida, lavou-se o latex
sensibilizado por quatro vezes para retirar o excesso de proteina. O latex foi ressuspenso
em PBS 1X para volume final de 1 mL. Utilizou-se azida sddica 0.05% para conservagao
do latex sensibilizado que foi mantido refrigerado. No momento da reacdo, o reagente era
mantido em temperatura ambiente. Para a reagdo de aglutinacdo, o latex estoque foi testado
nas diluicoes 1:20 e 1:40.

Para verificar a eficiéncia da adsor¢do, o latex também foi sensibilizado apenas com
proteinas de E. coli e 20 soros foram testados.

Para a aglutinagdo 20 pL de latex sensibilizado e 20 pL de soro adsorvido foram

pipetados em placa de vidro e homogeneizado por 2 min.

Figura 6 - Pérolas de latex de poliestireno a 10%.

3.6 Analise estatistica

Utilizou-se o programa DAG Stat, disponivel gratuitamente na internet, para calcular
a especificidade, sensibilidade e o valor kappa, o teste de aglutinagdo em latex comparado
com o ELISA S7 (MACKINNON, 2000). O teste de hipoteses foi efetuado com o teste de

McNemar para amostras relacionadas.

> Sigma-Aldrich USA.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Expressao e antigenicidade da proteina recombinante

A expressdo de uma proteina heteréloga a partir de um segmento de gene clonado
num plasmideo pode frequentemente ser identificada pela andlise das bandas protéicas
obtidas por eletroforese em gel de SDS poliacrilamida: a super-expressao do gene clonado
pode ser vista como uma banda intensa, inexistente na bactéria sem o plasmideo, e com o
peso molecular esperado pela construgdo recombinante. Através da coloracao do gel foi
possivel verificar que houve expressao do gene correspondente a regido carboxi-terminal
da HSP70 com um peso molecular aproximado de 50 kDa (Figura 7, canaleta E, seta). A
banda ndo esta presente na bactéria sem plasmideo (Fig. 7, canaleta D). Como controle
adicional, promastigotas de L. chagasi solubilizadas em tampdo de amostra foram
adicionados a canaleta C. Os resultados mostram que o material estava muito concentrado
e a separacdo das proteinas ndo foi alcangada.

A antigenicidade de proteinas pode ser verificada pelo western blot. Os resultados
mostrados para os blots das canaletas C, D e E indicam que o pool de soros foi adsorvido
adequadamente, uma vez que nao foi observada a presenca de bandas na canaleta Dy,
correspondentes as proteinas de E. coli sem plasmideo e que, consequentemente, nao
expressa antigenos de Leishmania. Através do WB também verificou-se que a proteina
recombinante ¢ antigénica, tendo sido reconhecida pelos soros dos cdes com calazar (Fig.7,
canaleta E1, seta), caracteristicas anteriormente comprovadas por Andrade et al. (1992).
Embora a revelagdo do WB tenha sido prolongada em demasia, ¢ possivel distinguir varias
bandas abaixo e mesmo acima daquela indicada pela seta, que tem o peso molecular
esperado pela construgdo. Estas bandas extras foram observadas anteriormente ndo apenas
para o caso da HSP70, mas para vérias outras proteinas heterdlogas expressas em E. coli.
Nao ha ainda uma explicacdo satisfatoria para este fendmeno. Poucas bandas protéicas de
Leishmania puderam ser evidenciadas no WB (Fig. 7, canaleta E;), o que se deve

provavelmente a separagao inadequada dos antigenos do parasito na eletroforese.
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Figura 7 - Gel de SDS poliacrilamida (lado esquerdo) e western blot (lado direito) de proteinas de
Leishmania chagasi (C e C;) e Escherichia coli sem plasmideo (D e D;) ou com plasmideo (E e E;)
permitindo a expressdo da fracdo carboxi-terminal da HSP70 de L. chagasi. A seta indica a banda
correspondente & fracdo carboxi-terminal da HSP70 (denominada S7). Os marcadores de peso molecular
estdo nas canaletas A e B.

4.2 Aglutinacdo em latex e comparacio de seus resultados com o ensaio

imunoenzimatico ELISA S7

4.2.1 Padronizacao preliminar

Inicialmente procurou-se verificar a melhor dilui¢do de trabalho dos soros e do latex.
Para tal foram selecionados 20 soros com diferentes niveis de reatividade no ELISA S7,
que foram imunoadsorvidos e diluidos 1:20 e foi empregado o latex na diluicdo 1:20.
Comparando os resultados obtidos com o ELISA S7, observou-se que havia aglutinacao
apenas nos soros com titulos altos no ensaio imunoenzimatico, concluindo-se assim que a
diluicao dos soros deveria ser menor.

Em seguida, os mesmos soros foram empregados nas dilui¢des 1:2, 1:5 ¢ 1:10 com o
latex na dilui¢ao 1:40. Nas dilui¢des 1:5 e 1:10, a aglutinacdo manteve-se apenas nos soros
com altos titulos de anticorpos. Quando o soro foi diluido 1:2, houve uma melhor
concordancia entre os resultados do ELISA e da aglutinagdo em latex. A partir deste
resultado, optou-se por testar as amostras com os soros diluidos 1:2 e o latex 1:40. Nao foi

possivel avaliar os soros nao diluidos porque o antigeno nao € purificado e a amostra deve
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ser, necessariamente, imunoadosorvida com antigenos de E. coli para evitar que anticorpos
anti-E. coli aglutinem o latex sensibilizado com o sonicado de E. coli recombinante.

Em relacdo a eficiéncia da imunoadsorc¢do, todas as amostras foram negativas quando
a aglutinacdo foi realizada com o latex sensibilizado apenas com antigenos de E. coli
DHI10B. Ressalte-se que estes mesmos soros, previamente a imunoadsor¢do, eram pouco
aglutinantes, ¢ apenas dois foram claramente aglutinantes, comprovando-se assim que 0s
anticorpos anti-E. coli foram neutralizados e indicando que os resultados positivos
observados com latex recoberto com E. coli recombinante eram aglutinagdes causadas
pelos anticorpos anti-HSP70. As figuras 8A/8B e 9A/9B mostram aglutinagdes positivas e

negativas, respectivamente.

Figura 8A - Reacdo de aglutinagdo em latex Figura 8B - Reacdo de aglutinagdo em latex
positiva. Ha a formagdo de grumos positiva em maior aumento

—

Figura 9A - Reagdo de aglutinagdo em latex Figura 9B - Reagdo de aglutinacdo em latex
negativa. A suspensa permanece homogénea. negativa em maior aumento
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4.2.2 Avaliacao de sensibilidade e especificidade do teste de aglutinacao de latex

O painel de 292 soros foi inicialmente avaliado pelo ensaio ELISA S7, tendo 13
amostras resultados indeterminados (ou zona cinza, como designado pelo fabricante do
kit). Estes soros foram retirados do painel para fins deste estudo.

Dos 279 soros restantes, 163 apresentaram resultados concordantes nos ensaios de
aglutinacdo em latex e no ELISA S7, e 116 tiveram resultados discordantes, sendo 22
negativos na aglutinacdo de latex e positivos no ELISA e, ao contrario, 94 positivos na
aglutinacao de latex e negativos no ELISA (Tabela 1).

Para verificar se o resultado negativo na aglutinacao de latex era devido ao efeito
prozona, os 22 soros discordantes foram testados nas dilui¢des 1:4 e 1:8, e apenas 1 (um)
manteve-se negativo, indicando que um resultado falso negativo pode ocorrer em soros
com titulos altos. A amostra que ndo aglutinou pode ter majoritariamente imunoglobulinas
ndo aglutinantes, ja que sua reatividade em ELISA S7 foi semelhante as das demais
amostras positivas (O.D. 0,210-0,520).

De acordo com o programa DAG Stat, a sensibilidade do teste de aglutinacdo em
latex para os resultados mostrados na Tabela 1 foi de 68,12% (95% CI: 0,5579-0,7883), a
especificidade de 55,24% (95% CI: 0,4824-0,6208) e valor do kappa de 0,173 (95% CI:

0,0740-0,2719), quando comparado com o ensaio imunoenzimatico.

Tabela 1 - Comparagdo do teste de aglutinacao em latex e ELISA S7.

ELISA S7
Positivo Negativo Total
Aglutinagdo em Positivo 47 94 141
latex Negativo 22 116 138
Total 69 210 279

A sensibilidade e especificidade do teste de aglutinagdo de latex foram baixas,
quando comparadas a outros ensaios sorodiagnosticos (DIETZE et al., 1995; OSKAM et
al., 1996; BISUGO et al., 2007; ANDRADE et al., 2009) mostrando que o teste ainda
precisa de ajustes. O kappa apresentou concordancia fraca, entre 0 e 0,2, de acordo com
Thrusfield (2004), com o teste ELISA S7. Os resultados discordantes entre os dois testes

nao estdo dentro da expectativa do acaso (p < 0,0001 — teste de McNemar).
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A baixa sensibilidade observada no ensaio empregando soros diluidos 1:2 pode ser
em parte atribuida ao excesso de anticorpos no ensaio, demonstrado pela retomada de
aglutinacdo nas mesmas amostras, quando mais diluidas. Quando os 21 soros que
converteram para reatividade apos dilui¢do sdo transportados na tabela para a célula de
concordancia ELISA/latex, a sensibilidade do ensaio passa a 98,55% (95% CI: 0,9219-
0,9996) e o valor de kappa se eleva para 0,3703, apresentando concordancia razoavel (0,21
a 0,4) com o ELISA S7. Entretanto, para fins praticos, ndo ¢ conveniente o emprego de
diferentes dilui¢des na aglutinacdo de latex e a repeticio de ensaios com soros, pois
dificulta a padronizagdo e encarece o ensaio.

Hé apenas um relato na literatura sobre o uso de ensaios de aglutinagdo em latex para
o diagnostico da leishmaniose visceral canina, Dereure et al. (1998b) relatam uma
sensibilidade de 93% e uma especificidade de 98,9%, calculadas a partir da analise da
reatividade de 1035 soros caninos, tomando-se como padrio o teste de imunofluorescéncia
indireta. Nos experimentos descritos o ponto de corte da imunofluorescéncia foi 1:160,
duas dilui¢des acima daquele adotado pelo Ministério da Saude (BRASIL, 2006). Ainda
assim, a concordancia entre os dois testes foi excelente, com kappa = 0,883. A
sensibilidade maxima alcangada no teste de aglutinagdo de latex com antigeno
recombinante, relatada no presente estudo, estd proxima a descrita por Dereure et al.
(1998b) para um ensaio similar baseado na sensibilizacdo de microesferas de latex com
antigeno soluvel de Leishmania. A especificidade, contudo, foi muito inferior, apesar do
uso de um antigeno Unico de Leishmania, a HSP70, na sensibilizacao do latex.

A sensibilidade e a especificidade alcangadas pelo teste de aglutinacdo de latex do
presente estudo foram inferiores também as descritas por Mayrink et al. (1972), que
obtiveram 100% de especificidade e sensibilidade no sorodiagnostico do calazar humano
ao utilizar antigeno a base de extrato metilico de BCG, o mesmo utilizado na reacdo de
fixacdo do complemento, para sensibilizar o latex. Nao houve reacao cruzada com doencga
de Chagas e leishmaniose tegumentar e nem mesmo com tuberculose ou com hanseniase.
Os soros humanos utilizados, inativados a 56°C por 30 minutos e diluidos 1:10, foram
todos previamente positivos na reagdo de fixacdo do complemento para o diagndstico do
calazar, e depois diluidos. Em soros nao diluidos observaram-se reagdes falsas positivas,
assim como no teste de latex em estudo.

Cummins et al. (1994) desenvolveram um ensaio de aglutinacdo de latex com

antigenos de Leishmania e logo em seguida Bagchi et al. (1998) e Moody & El-Safi (1996)
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avaliaram o ensaio para o diagnostico do calazar humano na India e no Sudio,
respectivamente. Embora ambos tenham obtido elevada sensibilidade, apenas Moody &
El-Safi obtiveram uma especificidade elevada. A diferenca entre os resultados ndo pode ser
estabelecida com clareza, mas pode estar relacionada ao congelamento de soros ou a
resposta particular de anticorpos das duas populagdes humanas.

Uma causa possivel para a ocorréncia de reagdes falso-positivas no presente ensaio ¢
a aglutinacdo inespecifica causada por algum fator sérico ou pela presenga de sitios
residuais de ligacdo no latex, ndo saturados pelo processo de sensibilizagdo. De fato, na
maior parte dos ensaios com latex, a sensibilizagdo ¢ seguida de uma etapa de
neutralizacdo do latex com albumina sérica bovina (DEREURE et al., 1998b),
procedimento que ndo foi empregado aqui.

Outro ensaio de aglutinagdo em latex para o diagnostico do calazar humano, o
KAtex, foi descrito ha cerca de 10 anos e sua utilidade no diagnostico do calazar humano
tem sido bastante investigada. Houve uma grande variagdo da sensibilidade e
especificidade do ensaio, com valores entre 47,7-100% e 82,4-100%, respectivamente. A
baixa sensibilidade (47,7%) do KAtex em um estudo no Nepal foi devido ao uso da urina
gelada ao invés da urina fresca (RIJAL et al., 2004). A comparagdo com os resultados
obtidos no presente estudo, contudo, ¢ pouco informativa, ja que o KAtex visa detectar
antigeno de urina a base de carboidrato em humanos, diferenciando do teste de latex

utilizado no estudo, que visa detectar anticorpos anti-HSP70 no soro de caes.
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5. CONCLUSAO

Os resultados deste estudo permitem concluir que o teste da aglutinagdo em latex
empregando a HSP70 recombinante de Leishmania chagasi tem um potencial claro para
triagem no sorodiagnostico canino, por ser um teste rapido e facil, mas sdo ainda

necessarios ajustes que otimizem, sobretudo, sua especificidade.
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ANEXOS
ANEXO 1 Solugoes

Soluciao acrilamida/bis-acrilamida, 29:1

54

Adicionar 50 mL de agua em 29 g de acrilamida ultrapura. Adicionar 1 g de bis-acrilamida
e misturar até dissolver. Aquecer, se desejavel, mas ndo cima de 55°C. Completar o
volume para 100 mL e filtrar em papel de filtro Whatman n° 5 ou membrana de 0,22 a 0,45
um. Estocar por até 1 més em vidro ambar com tampa. Descartar se aparecer cheiro de

amonia.

Tampao de corrida eletroforética — Tampao Tris Glicina (pH = 8,5 +0,1)

TriS e 6,0 g
Glicina ......... 288 ¢g
SDS ..o 1.0g

TriS eveeeeeiieees 30¢g

Glicina ............. 144 ¢

H,O dest ............ 0,8 L

Metanol .............. 0,2L

PBS 1L (1X concentrado) 1L (10X concentrado)
NaCl 8g 80 g

KCl 02¢g 2g

Na,HPO, 1,44 g 14,4 ¢

KH,PO, 024 g 24¢

PBS 0.05% de tween 20 (Tampao de lavagem)

Ao PBS, adicionar metade do volume a ser preparado (em mL) de Tween 20 (em pL)

Exemplo: para 500 ml de PBS adicionar 250 pL. de Tween 20.

Tampao Citrato para TMB
Na;HPOy ... 8,063 g
Acido citrico .......... 2,625 ¢
H,O dest ................. 250 mL

NaOH .....cccceevnenne Acertar o pH para 5,0
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Tampao de amostra para proteinas (6,5 mL)

Tris/HCI (pH=6,8) .............. 1,0mL = Solu¢do estoque Tris/HCI (pH = 8,5)
Glicerol 50% ....ooveeeeveeeeeennnne. 2,0 mL - 5,0 mL H,Odest + 0,37 g Tris
Azul de Bomofenol 0,1% ........ 1,0 mL - Acertar o pH com HCl para 6,8
B-mercaptoetanol ..................... 0,5 mL

SDS e 0,65¢g

Corante para eletroforese — Comassier Blue

Comassier Blue ..........ccceeee. 0,125 g OBS;.: Para preparar o descorante

Acido acético .voveveveeeeeeereen. 17,5 mL nao se adiciona o Comassier blue.

Metanol ........ooovvveeveveveveienenenn.. 62,5 mL OBS,.: O corante deve ser filtrado
HoOdest ooovvviveeiiiiiiiii, 170,0 mL antes do uso.

TMB ...coovvvveenne. 0,048 g
DONS ....ooovireen 0,160 g
Etanol ..........c......... 20,0 mL

OBS.: Dissolver no banho-maria a 56°C por 1 hora

Solucio reveladora para Proteina A peroxidase

TMB/ DONS/ Etanol .................... 1,0 mL (da solugdo estoque)
Tampao citrato para TMB ............ 7,0 mL
HzOz ............................................. 30 ]JL

Tampao de bloqueio para ELISA e WB

PBS leite desnatado 2%. Pode ser estocado a 4°C.



