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RESUMO

SOUZA, HEITOR CANDIDO. Padronizacio de um teste de soroaglutinacio
rapida em latex para diagnéstico de leishmaniose visceral canina. Patos/PB,
UFCG, 2014, 52 pg. (Monografia do Curso de Medicina Veterindria, Medicina
Veterinéria Preventiva).

A leishmaniose é uma doenca parasitdria, de cardter zoondtico, € por isso de grande
importancia para a Saude Publica. Os testes de diagndsticos utilizados pelo Ministério da
Satde apresentavam reacdes cruzadas e exigia um tempo longo de espera entre a coleta do
material, entrega dos resultados e a retirada dos animais positivos, favorecendo a
disseminacdo da doenca entre os cdes e humanos. O presente trabalho teve como objetivo
principal a padronizacdo de um teste de Soroaglutinacdo Répida em Latex para o diagndstico
da leishmaniose visceral canina, baseado na detec¢do de anticorpos especificos contra a
proteina recombinante HSP70 e comparando a eficiéncia do teste com o kit comercial ELISA
S7. Foram coletadas 416 amostras de soro canino e 66 (15,9%) caes foram positivos para
LVC pelo teste ELISA S7. Desses foram selecionadas 14 amostras positivas e 13 negativas,
confirmadas por PCR. Os soros selecionados foram testados no ensaio de soroaglutinagdo em
latex nas diluigdes de 1:2, 1:5, 1:8. A sensibilidade e a especificidade do teste foram
determinadas pelas trés dilui¢des e resultaram respectivamente em: Diluicdo 1:2, sensibilidade
71,0%, especificidade 69,0% e valor Kappa de 0,4066; Dilui¢dao 1:5, sensibilidade 50,0%,
especificidade 92,0% e valor Kappa de 0,4162; Diluicdo 1:8, sensibilidade 57,0%,
especificidade 67,0% e valor Kappa de 0,3379. Assim houve uma moderada sororreatividade
nas dilui¢des 1:2 e 1:5. Os resultados demonstram que a proteina recombinante HSP70 de
Leishmania chagasi pode ser utilizada no teste de soroaglutina¢io em latex por ser antigénica,

mas o ensaio necessita de ajustes na sensibilizacdo do l4tex para melhorar a sensibilidade.

Palavras-chave: animal doméstico; antigeno recombinante; Nordeste; prevaléncia; calazar



ABSTRACT

SOUZA, HEITOR CANDIDO. Standardization of a test serum fast agglutination
in latex of for diagnosis of canine visceral leishmaniasis. Patos/PB, UFCG, 2014, 51
pg. (Monograph of the Veterinary Medicine Course, Preventive Veterinary Medicine).

Leishmaniasis is a parasitic disease, zoonotic, and therefore of great importance for public
health. The diagnostic tests used by the Ministry of Health showed cross-reactivity and
required a long wait time between sample collection, delivery of results and the removal of
positive animals , favoring the spread of the disease among dogs and humans. This study
aimed to standardize a Rapid Agglutination Test for the diagnosis of canine visceral
leishmaniasis, based on the detection of specific antibodies against the recombinant protein
HSP70 and comparing the test efficiency with the commercial ELISA kit S7. 416 serum
samples were collected and 66 (15.9%) dogs were positive for LVC by ELISA S7. From these
were selected 14 positive and 13 negative samples, confirmed by PCR. Selected sera were
tested in the latex agglutination assay at dilutions of 1:2, 1:5, 1:8. The sensitivity and
specificity was determined by those dilutions and the resulted were: 1:2 dilution, sensitivity
71.0%, specificity 69.0% and the Kappa value of 0.4066; 1:5 dilution, sensitivity 50.0%,
specificity 92.0% and the Kappa value of 0.4162; 1:8 dilution, sensitivity 57.0%, specificity
67.0% and the Kappa value of 0.3379. Therefore there was a moderate seroreactivity in the
dilutions 1:2 and 1:5. The results demonstrate that the recombinant HSP70 protein of
Leishmania chagasi can be used in latex agglutination test because is antigenic, but requires

adjustments in the latex sensitization to enhance sensitivity.

Keywords: domestic animal; recombinant antigen; Northeast; prevalence; kala-azar
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1. INTRODUCAO

A leishmaniose é causada por protozodrios intracelulares do género Leishmania. E uma
doenca parasitdria, de cardter zoonético e, por isto, de grande importincia para a Saudde
Puablica (AGUIAR et al, 2007). A leishmaniose visceral estd presente nos quatro continentes e
a Organizagdo Mundial de Saide a considera uma das sete endemias mundiais mais
importantes (WHO, 2013). Por ser uma doenca caracterizada pela grande producdo de
anticorpos devido ao estimulo de linfécitos B policlonais, € indicada a utilizacdo de técnicas
sorolégicas como forma de diagndsticos (GONTIJO e MELO 2004).

Por muitos anos, o Ministério da Saide preconizou o diagndstico de LV canina através
de um teste de triagem, a RIFI, e confirmacdo dos positivos através do ELISA. Os caes
positivos pelos dois testes soroldgicos deveriam ser eutanasiados. Ambos os testes
apresentavam reacoes cruzada e exigiam um tempo longo de espera entre a coleta do material,
entrega dos resultados e a retirada dos animais positivos, favorecendo a disseminagdo da
doenca entre os animais € humanos. Em 2001, através da Nota Técnica Conjunta 01/2011, o
Ministério da Sadde estabeleceu o teste DPP® para triagem e EIE-LVC como teste
confirmatério, produzidos por Bio-Manguinhos. Estes testes tem como antigeno a proteina
rK39.

Atualmente, hd apenas trés kits de diagndstico que utilizam proteinas recombinantes
para diagnéstico da LVC: o DPP®, o EIE-LVC e o ELISA S7®, sendo que apenas o dltimo é
comercializado para atendimento da demanda de diagndstico em laboratérios veterindrios
particulares ou mesmo para atender os sediados nas universidades.

O presente trabalho teve como objetivo principal a padronizacdo de um teste de
Soroaglutinagdo Rapida em Latex para o diagndstico da leishmaniose visceral canina, baseado
na detec¢do de anticorpos contra a proteina recombinante HSP70, e deve agilizar a retirada
dos caes positivos do contato com o ambiente, evitando a disseminag¢do da doencga entre

outros animais € humanos.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Epidemiologia

A leishmaniose é causada por protozodrios intracelulares do género Leishmania,
pertencente a familia Trypanosomatidae e ordem Kinetoplastida. E uma doenca parasitéria, de
carater zoonético e, por isso, de grande importancia para a Saide Publica (AGUIAR et al,
2007). Pode apresentar-se nas formas cutanea, mucocutanea e visceral em humanos, canideos
e outros mamiferos (NELSON e COUTO, 2001). No Brasil, a leishmaniose visceral (LV),
também conhecida como calazar, é causada pela L. chagasi espécie semelhante a L. infantum,
encontrada em alguns paises do Mediterrineo e da Asia (RIBEIRO, 1997). E uma doenca
relacionada com a pobreza associada com desnutri¢do, debilidade do sistema imunoldgico e
condig¢des precdrias de habitacio (WHO, 2011a).

As leishmanioses sdo consideradas doencas tropicais negligenciadas, juntamente com a
Dengue, Doenca de Chagas, Tuberculose, Esquistossomose, Maldria e Hanseniase.
Considera-se negligenciada, as doencgas fatais ou muito graves, quando as opcdes de
tratamento sdo ineficazes ou inexistentes no mercado e quando hd um déficit de politicas
publicas (SA, 2006). Sdo doencas de ocorréncia predominante em populacdes mais pobres e
vulneraveis, contribuindo para a perpetuacdo dos ciclos de pobreza, desigualdade e exclusao
social, principalmente em razdo de impactos na saude infantil, na reducdo de produtividade da
populagdo trabalhadora e na promogao do estigma social (WERNECK et al, 2011). Em rigor,
as leishmanioses ndo mereceriam ter a qualificacdo de infec¢des tropicais e nem de doencas
de populacdes marginalizadas, pois ndo incidem somente na regido tropical, mas também um
pouco mais ao norte, incluindo paises mediterraneos e regides desenvolvidas do mundo como
a Peninsula Ibérica e a Itdlia, a Grécia e a Turquia (CAMARGQO, 2008).

A leishmaniose visceral estd presente nos quatro continentes e a Organizacdo Mundial
de Sadde a considera uma das sete endemias mundiais mais importantes, podendo ser
classificada como doenga de ampla abrangéncia geografica. Estima-se que 200.000 a 400.000
novos casos de LV humana ocorrem no mundo a cada ano, sendo que, mais de 90% destes
novos casos sdo relatados em apenas seis paises: Bangladesh, Brasil, Etidpia, India, Suddo do
Sul e Sudio (SA, 2006; WHO, 2013). H4 uma populagio de aproximadamente 360 milhdes

de pessoas que estejam expostas ao risco de infeccdo, o que fez desta doenca uma
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enfermidade de notificacdo obrigatdria em 27 paises do Novo Mundo e 67 paises do Velho

Mundo (AMORA, 2004).

Figura 1. Distribuicdo mundial de dreas endémicas de LV, 2012.

B Mo wtechthonous case repaitnd
toet anvmfaie
[ oot appiscable

2% World Health
“#F Organization

Fonte: < http://gamapserver.who.int/mapLibrary/Files/Maps/Leishmaniasis_VL_2013.png>.

No Brasil, a LV humana e canina (LVC) continuam em crescimento e a regido Nordeste
€ a que tem a mais alta prevaléncia (BAVIA et al, 2005). Entretanto, nos ultimos anos, as
regides sudeste e norte assumiram uma proporcao significativa desses casos. Recentemente
ocorreram relatos de LVC no Parand e no Rio Grande do Sul, anteriormente consideradas
4reas livres da doenca (JUNIOR, 2011).

Até 1970, a doenca foi considerada essencialmente rural, de transmissdo doméstica e
peridoméstica. Nos dltimos anos, a epidemiologia da leishmaniose visceral vem mudando
constantemente ocorrendo uma expansdo, tanto em magnitude como geograficamente,
tornando-se um grave problema de saide publica nas dreas urbanas das grandes cidades
(CEARA, 2012; ALVES et al, 1998). Antigamente, a LV era transmitida em ambientes
silvestres € em comunidade rurais, passando posteriormente para as dreas urbanas. As

alteracdes ecoldgicas e a constante urbaniza¢do contribuiram para o progresso rdpido e
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descontrolado da enfermidade nos grandes e médios centros urbanos do Nordeste brasileiro,
infectando desta forma um enorme nimero de pessoas (ALVES et al, 1998).
Entre os anos de 1990 e 2000, o comportamento epidemiolégico da LVC foi ciclico,
com elevacdo dos casos em periodos médios a cada cinco anos, além de uma tendéncia
crescente. Apds 2003, alguns trabalhos apontaram que este comportamento poderia estar
associado 2s variagdes climéticas caracterizadas pelo fendmeno El Nino (CEARA, 2012).
Werneck (2010) relatou como aconteceu gradualmente a modificacido na epidemiologia

entre a década de 80 até os dias atuais.

“O panorama epidemioldgico ndo deixa duvidas sobre a gravidade da situacdo ¢ a franca
expansdo geografica da LV. De 1980 a 2008, foram notificados mais de 70 mil casos de LV
no pais, levando mais de 3.800 pessoas a morte. O nimero médio de casos registrados
anualmente cresceu de 1.601 (1985-1989), para 3.630 (2000-2004), estabilizando-se a partir
de entdo. Na década de 1990, apenas 10% dos casos ocorriam fora da Regido Nordeste, mas
em 2007, esta cifra chegou a 50% dos casos. Entre os anos de 2006 e 2008, a transmissao

autoctone da LV foi registrada em mais de 1.200 municipios em 21 Unidades Federadas.”

Na Paraiba, foram registrados 16 casos de leishmaniose visceral em humanos no ano de
2009 e em 2010; este numero subiu para 29 notificagdes, segundo o Sistema Nacional de
Vigilancia em Sadde (BRASIL, 2011a). Em Patos - PB, também foi verificado aumento da
prevaléncia em caninos em inquéritos soroldgicos realizados em 2000 e 2010 de 1,4% para

7,2%, respectivamente (PORTO, 2010).

2.2 Agente, Vetor e Ciclo Biolégico

Os protozoarios flagelados do género Leishmania sdo causadores de enfermidades
zoondticas que acometem o sistema fagocitico mononuclear. Por suas caracteristicas clinicas
e epidemioldgicas, a enfermidade pode ser classificada como leishmaniose cutanea,
mucocutinea, cutinea difusa e visceral (AMORA, 2004).

Os parasitas responsaveis pela leishmaniose visceral estdo agrupados no chamado
Complexo Donovani, e sdo reconhecidas, atualmente, trés espécies como agentes etiologicos
da doenca: L. donovani, L. infantum e L. chagasi. No Novo Mundo, a L. chagasi é a espécie
comumente isolada em pacientes com leishmaniose visceral (BRASIL, 2003).

Existe uma grande polémica em torno da origem da LV no Novo Mundo, se foi

introduzida recentemente, na época da coloniza¢do europeia e causada pela espécie L.



19

infantum, ou ha varios milhdes de anos, juntamente com a introdu¢do dos canideos, entdo
devendo a espécie estar sendo classificada como L. chagasi. Os achados de altas taxas de
infecc@o em canideos silvestres sugerem a origem autdctone. Entretanto, alguns pesquisadores
utilizando técnicas moleculares consideram a L. chagasi e a L. infantum uma lnica espécie e
aceitam a hipétese de origem recente nas Américas (GONTIJO e MELO 2004).

A principal forma de transmissdao do protozodrio para o homem e outros hospedeiros
mamiferos € através da picada de insetos dipteros da familia Psychodidae, subfamilia
Phebotominae, conhecidos genericamente por flebotomineos. O Lutzomyia longipalpis é a
principal espécie transmissora da L. chagasi no Brasil, conhecido popularmente como
mosquito-palha (Fig.1). Recentemente incriminou-se a Lutzomyia cruzi como vetor em foco
no estado de Mato Grosso do Sul. Admite-se a hipotese da transmissdo entre a populagcdo
canina pelo repasto sanguineo de carrapatos Rhipicephalus sanguineus infectados e
transmissao venérea (GONTILIO e MELO 2004; JUNIOR, 2011; RIBEIRO, 1997).

Nas regides Norte e Nordeste, a Lutzomyia longipalpis era encontrada originalmente nas
matas participando do ciclo primario de transmissdo da doenca. Progressivamente, houve a
adaptacdo desse inseto no ambiente rural, a qual foi somada a presenca de animais silvestres e
sinantrépicos. Estes vetores sdo encontrados no peridomicilio, em galinheiros, chiqueiro,
canil, paiol entre outros ambientes e também no intradomicilio (AMORA, 2004).

A infec¢@o do vetor acontece quando a fémea suga o sangue do mamifero contaminado
ingerindo macro6fagos, que contém as formas amastigotas (sem flagelo) de Leishmania spp. no
seu interior. No tubo digestivo do inseto, as amastigotas se reproduzem por divisdo bindria,
transformam-se em promastigotas (flagelada) e estas se multiplicam rapidamente até
originarem a forma infectante, as promastigotas metaciclicas (HARHAY et al, 2011).

Ha um processo detalhado que auxilia a permanéncia das leishmanias no vetor diptero,
durante a digestdo do sangue infectado ingerido pelo flebotomineo, acontece a formagao de
uma matriz quimica, formada principalmente por quitina, conhecida como matriz peritréfica,
cuja funcdo € proteger o epitélio intestinal do inseto. Porém, essa matriz peritréfica protege as
formas amastigotas do parasita, da acdo de enzimas digestivas, por tempo suficiente para que
os parasitas se diferenciem em formas mais resistentes, as formas promastigotas (KAMHAWI
et al., 2006; PIMENTA et al., 1997). Ap0s resistirem a acdo das enzimas, as leishmanias
escapam da matriz peritréfica, através da excre¢do da enzima quitinase, aderem ao epitélio
intestinal onde completam o seu ciclo de vida dentro do inseto vetor, se desenvolvendo e se

diferenciando até darem origem as formas infectantes (LEHANE et al., 1997).
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Vale ressaltar que o crescimento parasitirio no vetor sé serd abundante se, apds o
repasto sanguineo infectante, a fémea vier a alimentar-se de sucos vegetais ou de substincias
acucaradas. Se, em lugar disso, houver novo repasto sanguineo, por volta do quarto ou quinto
dia, os flagelados se degeneram ou a infeccdo torna-se leve. Assim, serd improvavel que os
parasitos possam ser inoculados em novos hospedeiros pela picada dos insetos (REY, 2008).

As promastigotas metaciclicas migram para a faringe do flebotomineo, e alguns dias
depois elas atingem o hipostdmio, bloqueando a capacidade do inseto de se alimentar. O curso
da infec¢ao leva cerca de uma semana, para que assim o flebotomineo possa ter a condi¢ao de
infectar um novo hospedeiro. Na proxima vez que o fleb6tomo picar, injetaré certa quantidade
de promastigotas infectantes, mas devido a dificuldade de se alimentar, permanecerd faminto,
o que o leva a realizar hematofagia mais vezes do que se ndo estivesse infectado (BOWMAN,
2010).

Através de um novo repasto sanguineo, as formas promastigotas metaciclicas sdo
inoculadas em um novo hospedeiro junto com a saliva do flebotomineo. Na epiderme do
hospedeiro estas formas sao fagocitadas pelos macréfagos e, no interior destes, transformam-
se em amastigotas, multiplicando-se até rompé-los, As amastigotas liberadas sdo fagocitadas
por novos macréfagos em um ciclo continuo e ocorre a disseminacdo hematogénica para os
tecidos ricos em células do sistema fagocitico mononuclear (URQUHART et al, 1998;

HARHAY et al, 2011).

Figura 2. O vetor (Lutzomyia longipalpis) responsdvel pela transmissdo da Leishmaniose Visceral.

Fonte: <http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Lutzomyia_longipalpis-sandfly.jpg>.


http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Lutzomyia_longipalpis-sandfly.jpg
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Figura 3. Ciclo de vida da Leishmania spp.-.
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As formas amastigotas sdo liberadas no tubo digestivo do vetor; 7- Se transformam nas formas promastigotas; 8-
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2.3 Patogenia

Ap0s a fagocitose pelos macrofagos, os parasitas ativam multiplos mecanismos que 0s
fazem resistir a destrui¢do intracelular, dentre eles estdo o impedimento da produ¢do de 6xido
nitrico e, consequentemente, inibicdo de muitas respostas dos macréfagos as citocinas e
supressdo da expressio do MHC classe II, eliminando a habilidade de apresentacdo de
antigenos. Tais mecanismos resultam na persisténcia do agente, desencadeando uma infec¢do
cronica (BOGDAN e ROLLINGHOFF, 1998; REIS et al, 2006).

Um aspecto interessante do parasitismo da leishmania é, justamente, atacar a célula que
tem a funcdo de proteger o organismo contra seres patogénicos. Poucas espécies conseguem
sobreviver no interior dos macréfagos. As leishmanias, entretanto, ndo sé sobrevivem como
também se diferenciam e se reproduzem dentro dessas células (CUNHA, 2001).

Quando os cdes apresentam resposta mediada por células, com predominincia das
células T helper tipo 1 (Thl), observa-se um padrdo de resisténcia a infeccdo mediada por
interferon-y (IFN- vy), fator de necrose tumoral-a (TNF-a) e as interleucinas 1L-2 e IL-12;

fatores com caracteristicas protetoras em relagdo a doenca, por ativarem macrofagos
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responsaveis pela eliminacdo dos parasitas. O animal permanece saudéavel ou desenvolve uma
infeccdo branda e autolimitante, pois had prevaléncia de linfécitos T com destruicao
intracelular dos parasitas. Em cdes susceptiveis, a resposta ¢ predominantemente do tipo
humoral, com ativacdo de linfécitos B, proliferacdo de linfécitos T helper tipo 2 (Th2) e
producdo de interleucina-4, hd uma elevada producao de anticorpos e uma evolucao clinica da
doenca com quadros severos devido a deposicio de imunocomplexos (BARBIERI, 2006;
CARRILLO e MORENO, 2009; CIARAMELLA; CORONA, 2003; MOSMANN e
COFFMAN, 1989).

Sado relatados que em zonas endémicas, que casos de leishmaniose visceral podem
surgir secundariamente a fatores que provocam imunossupressao, como varias parasitoses,
infeccOes, medicamentos e doengas cronicas. Todos esses fatores levam a ruptura do
equilibrio entre o hospedeiro e o parasita, alterando o tipo de resposta imune que o animal

desenvolve (JUNIOR, 2011).

2.4 Hospedeiros

A Leishmania é um parasito heter6xeno, que necessita de dois hospedeiros para
completar seu ciclo de vida: um vertebrado mamifero, como (canideos silvestres, gambds,
roedores, cdes domésticos € humanos) e o outro invertebrado (SILVA, 2009). Os hospedeiros
da leishmaniose se dividem em dois grupos: o primario e o secundario. O hospedeiro primario
sd0 os animais silvestres, tais como ratos selvagens, preguicas e tamanduds. O hospedeiro
secundério sdao os animais que convivem diretamente com o homem, e que contribuem para o
ciclo da doenga humana (CUNHA, 2001).

Os importantes reservatorios ou hospedeiros do agente da Leishmaniose Visceral no
Brasil sdo: o cdo (Canis familiares) e a raposa (Lycalopex vetulus). Mas ha ocorréncias em
outros animais domésticos atipicos como é o caso dos gatos (COSTA et al, 2010), dos
equinos e asininos (SOARES, 2012). Existem também relatos indicando mais reservatorios
silvestres albergando Leishmania chagasi como: cachorro-do-mato (Cerdocyon thous), gamba
(Didelphis albiventris) (ALVES et al, 1998), preguica (Bradypus variegatus), e tamandud
(Myrmecophaga tridactyla) (BAIAO, 2010).

Nos reservatorios silvestres a infec¢do tende a ser benigna, tendendo para o equilibrio
da relacdo parasito-hospedeiro, sendo que muitas vezes a infeccio € inaparente. Estabeleceu-
se o conceito de que nestes hospedeiros ocorre um grande equilibrio por ser uma associacao

muito antiga entre o parasito € o hospedeiro, enquanto que no caso do homem e de animais
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domésticos esta associacdo ¢ muito mais recente. Neste ultimo caso o parasito aparece como
virulento, provocando grandes danos ao hospedeiro e levando até mesmo a morte (FIOCRUZ,
1997).

Desde o inicio do século 20, durante as primeiras investigacdes sobre a leishmaniose ja
se especulava sobre o papel dos felinos domésticos na epidemiologia dessa zoonose, quando
casos de leishmaniose felina foram diagnosticados entre outras espécies animais. Assim,
investigacoes epidemioldgicas foram realizadas em gatos. Porém, resultados incertos levaram
a0 abandono desses estudos. No entanto, ao final do século 20, um maior nimero de casos de
leishmaniose felina foi diagnosticado, o que levou a alguns investigadores especular
novamente o papel de gatos como reservatdrios da leishmaniose em focos endémicos

(AMORA, 2004).

2.5 Sinais Clinicos

As diferentes manifestagdes clinicas das leishmanioses dependem de vérios fatores,
dentre eles a espécie de Leishmania envolvida, sua viruléncia e aspectos relacionados ao
hospedeiro, como seu estado imunoldgico e nutricional (SILVA, 2013).

Na forma visceral, as amastigotas migram para as visceras, onde passam a serem
encontradas dentro de macréfagos residentes nos Orgaos, ou raramente, livres nos espagos
entre os tecidos. Os 6rgdos ricos em macrofagos sdo os mais densamente parasitados, tais
como a medula dssea, bago, figado e linfonodos, embora macréfagos infectados possam ser
encontrados em todos os tecidos como sangue, pele, pulmdes, rins, testiculos e meninges
(CUNHA, 2001).

Sabe-se que os sinais clinicos da leishmaniose estdo relacionados com a resposta imune
do hospedeiro, podendo ser assintomadticos, oligossintomaticos e sintomaticos. A LVC pode
apresentar-se com uma gama variada de sinais clinicos, desde uma simples alteracdo de pele
até uma infecc@o generalizada. A sintomatologia inclui linfoadenopatia generalizada, perda de
pelos ao redor dos olhos, nariz, boca e orelhas; lesdes de pele com ou sem descamacgdes e as
vezes ulceras; perda de apetite ocasionando depressdo e emagrecimento progressivo;
ornicogrifose; febre, distirbios de coagulacdo, lesdes renais, hepaticas e oculares por
deposicao de imunocomplexos (AGUIAR et al, 2007; CIARAMELLA e CORONA, 2003;
SILVA, 2007). Devido a esta variedade de sinais e sintomas nos caes, o diagnéstico clinico

pode ser confundido com outras enfermidades.
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Os responsdveis pela grande variedade de sinais clinicos presentes na LVC sdo os
complexos imunes que se depositam em vdrios 6rgdos e tecidos dos vertebrados, como pele,
vasos sanguineos, tecidos oculares e em vdrias articulacdes, o que conduz ao aparecimento de
diversos sintomas, como ulceras cutidneas e das pontas das orelhas, epistaxe, uveite,
conjuntivite e episclerite imunomediada e claudicacdo por poliartritre (CIARAMELLA e
CORONA, 2003; JUNIOR, 2011).

A LV ¢é comumente fatal quando ndo tratada, especialmente nos grupos mais
susceptiveis descritos anteriormente. Assim, o diagndstico e tratamento precoce da doenga sdo
de extrema importancia para a reducdo das taxas de letalidade e do grau de morbidade da

doenca. (CHAPPUIS et al. 2007 apud, WHO, 2011b).

2.6 Diagnéstico

O diagnéstico precoce da LV humana e canina se faz necessdrio por se tratar de uma
doenca que pode ser fatal para o ser humano, se ndo tratada corretamente, e por ser
imprescindivel a adocdo de medidas de controle especificas sobre o reservatério doméstico, o
cdo, incluindo seu sacrificio quando este € diagnosticado positivo (ALVES e BEVILACQUA,
2004).

2.6.1 Diagnéstico Clinico e Parasitolégico

Muitas doengas clinicas podem ser confundidas com a leishmaniose visceral,
destacando-se, a esquistossomose, brucelose, erliquiose, anaplasmose, maldria, doenca de
Chagas, toxoplasmose, babesiose, tuberculose e giardiase. Em humanos, pode haver
divergéncias clinicas ainda entre: leucemia, linfoma, histoplasmose, endocardite, sarcoidose,
AIDS/HIV. Em muitas situagdes, esse diagnodstico diferencial s6 pode ser concluido por
provas laboratoriais, ja que as areas endémicas se superpoem em grandes faixas do territorio
brasileiro (BAIAO, 2012; BRASIL, 2010).

Normalmente o diagndstico € realizado com base em pardmetros clinicos e
epidemioldgicos. No entanto, para um diagndstico definitivo € necessdrio a complementacdo
por exames laboratoriais, especialmente parasitoldgicos que exigem a demonstracdo dos
parasitos (SILVA, 2013). O diagndstico parasitolégico € necessario para a confirmagao da

doenca e se dad através do isolamento e da identificagcdo do parasita a partir de bidpsias
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(linfonodo, figado, baco e aspirado de medula 6ssea). Esfregacos do material da bidpsia sdo
corados com Giemsa e examinados microscopicamente, podendo também, o material ser
cultivado em meios apropriados a 22-26 °C ou inoculados em animais de laboratérios (OIE,
2008).

A especificidade desses métodos parasitolégicos € de 100%, mas a sensibilidade é
muito varidvel, em torno de 60% a 85%, em puncdo de medula 6ssea, € 95% em puncdo
esplénica. Essas duas pung¢des sdo consideradas procedimentos invasivos e exigem ambientes
apropriados para a coleta, portanto ndo sao consideradas adequadas para estudos

epidemioldgicos em larga escala (DOURADO, 2007).

2.6.2 Diagnésticos Sorolégicos

Por a leishmaniose visceral ser uma doenca caracterizada pela grande produgdo de
anticorpos, devido ao estimulo de linfécitos B policlonais, € indicado a utilizagdo de técnicas
soroldgicas para o seu diagnostico, evitando os métodos parasitolégicos, que sdo invasivos e
levam riscos aos pacientes (GONTIJO e MELO, 2004). Dentre as sorologias preconizadas
pelo Ministério da Sadde estdo: o Teste Imunocromatografico Rapido (DPP) para triagem e o
ensaio imunoenzimdatico (ELISA-indireto) como confirmatério (BRASIL, 2011b). Outros
testes sorologicos, como o teste de aglutinacdo direta (DAT) e testes imunocromatograficos,
também sdo empregados, s6 que em menor frequéncia.

A RIFI era o teste de elei¢ao utilizado em inquéritos epidemioldgicos pelo Ministério da
Satde. O resultado € considerado positivo quando a amostra possui titulo igual ou superior ao
ponto de corte que é a diluicdo de 1:40 (GONTIJO e MELO, 2004). E uma técnica que exige
pessoal treinado, mas por outro lado, reine uma série de vantagens, como facil execugdo,
rapidez no resultado e custo baixo. A sensibilidade varia de 90-100% e a especificidade fica
em torno de 80% para amostras de soro (ALVES e BEVILACQUA, 2004).

O ELISA possibilita a analise de grande quantidade de amostras em pouco tempo,
sendo um teste mais rapido e de ficil execu¢do quando comparado com a RIFI. Detecta
baixos titulos de anticorpos, porém pouco acurado na identificacdo de casos assintomaticos
(EL-AMIN et al., 1986). Existem algumas variacdes de ELISA, que surgiram a partir da
necessidade de uma técnica com alta sensibilidade e especificidade, como Dot-ELISA, fucose
manose ligante-ELISA, bovine submaxillary mucin-ELISA, Fast-ELISA, entre outras
(ALVES e BEVILACQUA, 2004).
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Na técnica de ELISA, as proteinas do parasito sao aderidas em placas de poliestireno e
os soros a serem testados sdo adicionados as placas para a formagdo de complexos imunes. As
ligacdes antigeno-anticorpo, que serdo revelados por uma solucdo contendo uma enzima,
capaz de produzir reacdo colorida quando se adiciona ao substrato adequado (CUNHA, 2001).

Na tltima década, o DAT tem mostrado em vdrios estudos sensibilidade de 91 a 100% e
especificidade de 72 a 100%. Esta técnica combina altos niveis de validade intrinseca e
facilidade de execucdo, embora apresente problemas na padronizacdo e controle de qualidade
do antigeno, apresenta ponto de corte varidvel. As dilui¢des utilizadas partem de 1:400 e sua
leitura € feita em 12 a 18 horas. Uma variacdo do DAT, o FAST (Fast Agglutination
Screening Test), vem sendo testado para aplicacdo em episodios epidémicos e para inquéritos
populacionais. Este utiliza uma unica diluicdo de soro (1:100) e uma concentracdo de
Antigeno quatro vezes superior a do DAT (2 x 108 promastigotas/mL versus 5 x 107
promastigotas/mL), realiza-se a sua leitura em 2 a 4 horas. Apresenta sensibilidade de 90% a
100% e especificidade de 80% a 100% (SOUZA, 2009; DIETZE, 2005).

Estes dois testes tétm como vantagem ndo necessitarem de refrigeracdo para
armazenagem e possuem possibilidades de utilizacdo em dareas com pouca infraestrutura
laboratorial. Os testes de aglutinacdo direta, DAT™ e FAST™, utilizam como antigeno
formas promastigotas de L. donovani e sdo produzidos pela empresa KIT (Koninklijk Instituut
voor de Tropen) da Holanda (SOUZA, 2009; DIETZE, 2005).

O teste imunocromatografico DPP® (Bio-Manguinhos®) é um teste qualitativo para
detec¢do de anticorpos anti-Leishmania que utiliza dois antigenos recombinantes (rK39 e
rK26). Esta proteina é o produto de um gene clonado a partir de L. chagasi e que contém uma
repeticdo de 39 aminodcidos conservados entre as espécies viscerotrépicas de Leishmania
(Leishmania donovani, L. infantum e L. chagasi). A presenga de anticorpos anti-rK39 ¢é
indicativo de infeccdo, e ainda ndo foi relatado a reatividade com outros tripanossomatideos

(BISUGO et al., 2007; FARIA e ANDRADE, 2012).

Figura 4. Teste imunocromatografico Dual Path Plataform (DPP®).
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Fonte: JUNIOR, 2011.

Esse teste imunocromatografico tinha uma perspectiva bastante promissora, mas na
validacdo de Junior (2011) realizada no Estado do Ceard, o DPP® apresentou os seguintes
indices:

“O DPP® sobre o total das amostras, independente de sinais, mostrou sensibilidade de
56,1% e especificidade de 100% quando comparado ao IFI®. Quando o DPP® foi usado no
diagnostico de cies assintomadticos, a sensibilidade foi de 12% e a especificidade de 100%.
Examinando cédes oligossintomaticos, a sensibilidade foi de 52,4% e especificidade de
100%. Para caes sintomdticos, a sensibilidade e a especificidade do DPP® foram de 88,9%

e 100%, respectivamente.”

O Western Blot € outra técnica soroldgica utilizada para determinar a quantidade
relativa e o peso molecular de uma proteina dentro de uma mistura de proteinas ou de outras
moléculas. A mistura é primeiramente submetida a uma separacdo analitica, geralmente por
SDS-PAGE, de modo que as posi¢cOes finais das diferentes proteinas no gel sejam uma fung¢ao
do tamanho molecular espectro de proteinas separadas €, entdo, transferido do gel de
separacdo de poliacrilamida para uma membrana de suporte, por acdo de capilaridade ou por
eletroforese, de forma que a membrana adquira uma réplica do espectro das macromoléculas
separadas presentes no gel. A sensibilidade e a especificidade dessa técnica podem ser
aumentadas caso ela seja iniciada com proteinas imunoprecipitadas, em vez de proteinas
brutas. Essa técnica sequencial € particularmente util para a detec¢do de interagdes entre
proteinas (ABBAS, 2008).

Para visualizar a ligagdo antigeno-anticorpo, adiciona-se um substrato especifico que,
sob a acdo da enzima, origina um precipitado colorido. A revelagdo produz uma série de
tracos ou bandas na membrana de nitrocelulose que correspondem as proteinas imunogénicas

reativas com o soro utilizado. Um padriao de peso molecular permite a identificacdo de cada
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antigeno e o conjunto de bandas e seus pesos caracterizam um padrdo imunolégico, ou perfil,
especifico para cada parasita frente ao soro analisado. O Western Blot é capaz, portanto, de
distinguir entre reatividade cruzada e um resultado especifico para a doenca (CUNHA, 2001).

Os resultados dos testes soroldgicos se agrupam em quatro categorias, que sdo de
acordo com a existéncia ou ndo da doenga e a positividade ou ndo do teste. Soros com
resultados positivos ao teste e provenientes de pacientes nos quais o diagndstico correto era
positivo, denominam-se verdadeiro-positivos. Soros com resultados negativos obtidos de
controles normais sdo chamados verdadeiro-negativos. Soros com resultados negativos
provenientes de pacientes infectados sdo denominados falso-negativos e aqueles com
resultado positivo ao teste soroldgico, porém obtidos de controles normais, sdo os falsos-
positivos (MOLINARO et al, 2010).

Apesar dos testes sorologicos serem realizados em larga escala para triagem em caes,
estes apresentam limitagdes podendo gerar falso-positivos devido a reatividade cruzada ou a
coinfeccdo com outras enfermidades (FERREIRA, 2012). O reconhecimento de reacdes
cruzadas entre diferentes infecgdes nos diagndsticos soroldgicos € classico e é muito
importante considerar o diagndstico diferencial da Leishmaniose Visceral, pois os antigenos
utilizados nos diagndsticos soroldgicos sdo quase sempre derivados de promastigotas de
cultura, parasitos intactos ou moléculas soldveis, que apresentam reacdes cruzadas com outras
espécies da familia Trypanosomatidae e outros micro-organismos, prejudicando na
interpretacao dos resultados (LUCIANO et al, 2009; CORDEIRO, 2009).

Os resultados da sorologia devem ser analisados com critério, visto que os baixos titulos
podem levar a falso-negativos e, principalmente, os falso-positivos por reagdes cruzadas.
Diagnésticos sorolégicos para LVC realizados em cades apresentam reacao cruzada com outras
espécies de Leishmania spp., Ehrlichia canis, Trypanosoma cruzi, Toxoplasma gondii e
Neospora caninum. No ser humano, pode haver reacdes cruzadas com as seguintes
enfermidades: doenca de Chagas, maldria, hanseniase, tuberculose, febre tifoide, pénfigo
folidceo sul-americano, blastomicose sul-americana, esporotricose, esquistossomose e outras

leishmanioses (SOARES, 2012; OLIVEIRA et al, 2008; BAIAO, 2010).
2.6.3 Diagnéstico Molecular
Praticamente qualquer microrganismo pode ser pesquisado pela técnica da PCR.

Agentes como virus, bactérias, fungos e protozodrios podem ser identificados nos mais

diferentes tipos de amostras e liquidos bioldgicos. A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) é
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uma técnica razoavelmente rdpida, com elevado grau de sensibilidade e especificidade,
utilizando quantidades minimas de DNA ou RNA. Para esta reacdo sdo necessdrias algumas
enzimas como a DNA polimerase, enzima responsdvel pela replicagdo de uma regido
especifica do 4cido nucleico pesquisado, nucleotideos, dentre outros reagentes, além de
equipamentos, como o termociclador (MOLINARO et al, 2010). O método consiste na
extracdo do DNA contido na amostra, na maioria das vezes em bidpsias, e a amplificacdo
especifica de segmentos génicos do parasito, direcionada por pares de primers
complementares a0 DNA do mesmo. Este teste pode ser utilizado também na determinagdo da
espécie envolvida (TANNUS et al, 2007).

Segundo Iniesta et al (2002), apesar de apresentar alta sensibilidade e especificidade, ao
redor de 100%, ndo se indica para o uso em inquéritos epidemioldgicos devido ao seu alto
custo e necessidade de pessoal treinado, sendo bastante utilizado como ferramenta de controle
no pods-tratamento, ja que a sorologia positiva pode permanecer durante varios anos apds a
resolucdo da doenca. A PCR também tem se mostrado eficiente quando se deseja distinguir
portadores assintomaticos dos ndo infectados.

A PCR quando aplicada ao diagnéstico da LVC, visa a amplificacdo de fragmentos de
DNA do cinetoplasto (kDNA) de Leishmania e apresenta sensibilidade varidvel de 70-100% e
especificidade em torno de 95-100%. Entretanto, sua sensibilidade e especificidade estdo
relacionadas a diversos fatores como os iniciadores utilizados, ndmero de ciclos, métodos de
extracdo e escolha dos tecidos para realizacdo da técnica e, portanto, ainda sd3o necessarios
mais estudos sobre esta técnica de modo a facilitar sua aplicagdo na rotina laboratorial (KER,

2012).

2.7 Controle

As caracteristicas epidemioldgicas e o conhecimento insuficiente sobre os elementos
que compOe a cadeia de transmissdo da LV fazem com que as estratégias de controle desta
doenca sejam pouco efetivas. Atualmente essas estratégias se baseiam no diagndstico e
tratamento precoce dos doentes, reducdo da populagdo de flebotomineos através do uso de
inseticidas nas casas, eliminacdo dos cdes soropositivos e atividades de educacdo em saude
(BRASIL, 2006).

O controle do reservatério canino tem sido um dos temas mais controversos quanto a

sua contribui¢do na reducdo da incidéncia da LV em humanos e cdes. A ineficiéncia dessas
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acdes € 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 cdes (eutandsia) com sorologia positiva,
reposicao dos cades eutanasiados no ambito das a¢des de controle, auséncia de técnica que
avalie in locu a infectividade dos cdes em inquéritos caninos (JULIAO et al., 2007).

Para o sucesso das agdes de controle da LV, a vigilancia deve abranger todos os
elementos da cadeia de transmissdo. Para tanto, ¢ fundamental que haja um permanente
controle sobre a populacdo canina, com a realizacio de inquéritos sorolégicos de frequéncia e
abrangéncia compativel com a classificacdo epidemioldgica do municipio (SILVA, 2005).

Além disso, sdo requeridas melhorias na resolutividade diagndstica dos municipios,
com capacitacdo dos profissionais de saide e apoio logistico, essencial para o diagnostico
precoce dos casos humanos. Por fim, destaca-se o controle entomoldgico, com a identificagdo
da distribuicdo e da densidade vetorial em diferentes dreas, direcionando a aplicacdo de
inseticidas de efeito residual no ambiente domiciliar e em seus anexos, tais como galinheiros,

chiqueiros, currais e outros (SILVA, 2005).

2.8 Antigenos Recombinantes

A identificacdo de antigenos recombinantes ou purificados tem contribuido para
melhorar a sensibilidade e a especificidade dos métodos soroldgicos, diminuindo as reacdes
inespecificas, pois detecta anticorpos especificos nos testes sorolégicos (ALVES e
BEVILACQUA, 2004). Varios antigenos recombinantes ja foram identificados com potencial
para o desenvolvimento de testes sorodiagndsticos para o calazar, porém apenas a rK39, que é
um fragmento da quinesina K39, e a S7, que representa um fragmento da HSP70 de L.
chagasi chegaram ao mercado (CORDEIRO, 2009).

Campos (2007) descreveu as proteinas antigénicas existentes com potencial uso no

controle e profilaxia das leishmanioses:

“A partir de abordagens moleculares como o rastreamento de bibliotecas de expressdo de
genes de Leishmania com soros de animais e de humanos infectados, diferentes moléculas
antigénicas foram identificadas. Algumas dessas moléculas s@o antigenos proteicos,
lipidicos e/ou glicidicos como, por exemplo, a GP63, a LACK, o LPG, a GP46/M-2, a D13
ou p80, a K9 e a K26, a proteina de leishmania homdloga a proteina ribossomal eucaridtica
— LeiF (do inglés “Leishmanial eucaryotic ribossomal protein”), as cisteinas proteinases

(CPa e CPb), as HASPs, a proteina antioxidante especifica de tiol — TSA (do inglés “Thiol-
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Specific Antioxidant protein”), a proteina induzivel por estresse e temperatura — STI1 (do
inglés, “Stress and Temperature Inducible proteine aquelas estagio—especificas como a
proteina A2 especifica de amastigota. Cada uma dessas moléculas antigénicas tem
caracteristicas particulares que as tornam capazes de estimular a resposta imune do

hospedeiro.”

As proteinas de choque térmico formam um grupo proteico de elevado interesse para
estudos de diferentes doencas infecciosas. Sdo as mais abundantes proteinas intracelulares e
estdo presentes em todos os compartimentos celulares (nicleo, mitocondria, cloroplasto,
reticulo endoplasmético, citoplasma) de todos os tipos celulares, procariotos e eucariotos
(CAMPOS, 2007).

As proteinas de choque térmico (Heat Shock Proteins — HSP) atuam no dobramento,
transporte e secre¢do de proteinas recém-sintetizadas, bem como na montagem e dissociacao
de complexos multiprotéicos (KIANG e TSOKOS, 1998) e sdo expressas durante a
diferenciacdo de diversos parasitas, no estresse provocado no momento em que 0 mesmo se
instala no vetor ou quando € exposto ao aumento de temperatura apds inoculagdo nos
hospedeiros vertebrados (FEDER e HOFMAN, 1999).

As HSP70s de Leishmania spp. possuem um alto poder de estimulacdo da resposta
imune, ji que podem sinalizar ao sistema imunoldgico a infecg¢do, logo, sdo potentes
antigenos indutores da producio de anticorpos especificos para o diagndstico em pacientes
infectados (BLACKWELL, 1992; COSTA et al, 1999).

Ao usar a proteina recombinante representando a parte carboxi-terminal da HSP70
como antigeno para o teste de ELISA, ndo foi observada reacdo cruzada com Trypanosoma
cruzi € Toxoplasma gondii. Para a HSP70, a regido mais divergente estd localizada na regiao
carboxi-terminal, desta forma, as reacdes cruzadas com outros organismos devem ocorrer

devido a epitopos conservados da regido amino-terminal (ANDRADE e ANDRADE, 1996).

2.8 Métodos de Aglutinacao

O emprego de aglutinacdo de particulas de poliestireno sensibilizadas com antigeno
especifico tem facilitado o diagnodstico de algumas doencas infecciosas (CORDEIRO, 2009).
Cummins et al (1994) desenvolveram a partir de antigenos de Leishmania infantum, um
ensaio de aglutinagcdo de latex para o sorodiagndstico do calazar humano, e o aplicaram na

Africa, com bons resultados. Empregando o mesmo protocolo, Bagchi et al (1998) e Moody e
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El-Safi (1996) obtiveram resultados satisfatérios no sorodiagnéstico humano na India e no
Suddo. Dereure et al (1998) empregaram a mesma técnica para o diagnéstico do calazar
canino na Franga, com elevada sensibilidade e especificidade.

Attar et al (2001) desenvolveram um teste de aglutinacdo rdpida, o KAtex, que detecta
antigeno de Leishmania na urina de humanos através de litex 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. Posteriormente, o KAtex foi empregado em vérios outros estudos demonstrando, no
geral, uma boa sensibilidade e especificidade (EL-SAFI et al, 2003; SUNDAR et al, 2005). O
antigeno de urina detectado pelo KAtex para o diagnéstico da LV € o rK39 (CHAPPUIS et al,
2006). 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).

Mais recentemente, Akhoundi et al (2013) formularam um teste de aglutinacdo em latex
(LAT) para a detec¢do rapida de anticorpos anti-Leishmania contra o antigeno A2 derivado da
forma amastigota, bem como aqueles contra antigenos brutos derivados da forma
promastigota de uma cepa iraniana de Leishmania infantum, que apresentou elevada
sensibilidade e especificidade, e um bom grau de concordancia entre o LAT e DAT, tanto no

diagndéstico humano quanto no canino.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Local de Atividade

Os testes sorolégicos foram desenvolvidos no Laboratério de Biologia Molecular do
Semidrido da Unidade Académica de Medicina Veterindria do Centro de Satide e Tecnologia

Rural da Universidade Federal de Campina Grande, Campus Patos - PB.

3.2 Expressao da Proteina Recombinante HSP70

O gene que codifica a fragdo carboxi-terminal da proteina HSP70 foi clonado no
plasmideo p-bluescript com posterior transformacao da bactéria Escherichia coli DHSa.

A bactéria transformada foi cultivada em meio Luria Bertani (LB) por 18 horas, com
ampicilina (concentracdo final de 100 pg/mL), pois o plasmideo possui resisténcia a esse
antibidtico. Apds esse periodo, para induzir a expressdo da proteina, foi adicionado ao meio
IPTG 0,5M (isopropil-B-D-tiogalactosideo) um andlogo da lactose que inativa o repressor

lacZ, induzindo a transcri¢ao do operon lac.

3.3 Dot-Blot

Uma amostra de 1,0 mL dos cultivos bacterianos foi centrifugado a 5000 rpm por cinco
minutos, com posterior descarte do sobrenadante e o pellet foi lavado com TBS 1X e repetida
a centrifugacao.

Foram utilizadas membranas de nitrocelulose com porosidade de 0,45 pm cortadas em
tiras e adsorvidas com antigeno total de E. coli clonada (HSP70) e selvagem (DH5a) em
tampao de lise (duas tiras para cada antigeno).

Ap6s secagem por 15 minutos a temperatura ambiente, as fitas foram lavadas por cinco
minutos com TBS, pH 7,4 e bloqueadas com solucao de bloqueio (TBS-T 0,1% [TBS pH 7.4,
0,1% Tween 20(v/v)], 5% de leite em pd desnatado [LPD] (p/v)) por 30 minutos a 37°C.
Posteriormente, as tiras foram lavadas trés vezes em TBS-T 0,1% por cinco minutos e imersas
em um pool de soros positivos e negativos, diluidos 1:200 em solucdo de imunoadsorcao,
incubados a 37°C durante 45 minutos. Repetida a etapa de lavagem, o conjugado proteina A

peroxidase foi diluido 1/5000 e distribuido nas tiras e incubadas como descrito anteriormente.
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Em seguida, as tiras foram lavadas cinco vezes por cinco minutos e depois imersas no
substrato (3°-3°-5’-5’-Tetrametilbenzidina, tampao citrato pH 5.0 e 4gua oxigenada). Apés a

revelagdo, a reacdo foi interrompida pela adicio de dgua destilada.

3.4 SDS-PAGE e Western Blot (WB

A separagdo das proteinas bacterianas foi obtida por SDS-PAGE a 12%. Para estimar o
peso molecular das proteinas, foi utilizado marcador de peso molecular (14,4 a 212 kDa) e a
transferéncia para membranas de nitrocelulose realizada pelo sistema semiimido
(AUSUBEL, 2002).

Para avaliagcdo da expressdo da proteina, antes da sensibilizacio das pérolas de latex, foi
realizado a técnica de Western Blot (WB). As condicdes para realizacio do WB foram
determinadas a partir do dot-blot. Para a realizacdo da reacao foi acrescentado o antigeno total
da Leishmania chagasi provenientes de meios de cultivo e entdo foi seguido o mesmo

protocolo do dot-blot, como descrito anteriormente.

3.5 Sensibilizacao das Pérolas de Latex e execucao da técnica

O protocolo para sensibilizacdo do latex foi de acordo com Dereure et al. (1998).
Pérolas de latex de 1,0 um de diametro', fornecidas em suspensao a 2,6%, foram diluidas com
Tampao Glicina (TG) (pH 8,2) para ficar na concentracio de 1% e entdo centrifugado a 4500
rpm por 10 minutos e descartado o sobrenadante.

Foram adicionados 2,5 mL do antigeno (sonicado de E. coli expressando a proteina
recombinante HSP70) para cada 500 pL do latex centrifugado, homogeneizados e mantido em
banho-maria a 37°C por trés horas com agitacio intermitente, com a finalidade de recobrir as
pérolas de latex com a proteina. Em seguida, o latex sensibilizado foi centrifugado e lavado
com TG para retirar o excesso de proteina. O latex foi ressuspenso em TG para volume final
de 1 mL para cada 500uL inicial de latex. Foram adicionados 0,001g de soro albumina bovina
por litro, com o fim de saturar os locais ndo revestidos pelo antigeno e bloquear a reacgao.
Utilizou-se azida sddica 0.1g para conservagcdo do litex sensibilizado que foi mantido

refrigerado a 4°C.

' Polybead® Carboxylate Red Dyed Microspheres 1.00um. Polysciences, Inc.
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No momento da realizac@o do teste, o material foi deixado previamente em temperatura
ambiente, 10 uL. de latex sensibilizado e 10 pL de soro diluido e adsorvido foram pipetados
em placa de vidro (limpa e desengordurada) e homogeneizados por até 5 minutos em
movimentos circulares e, posteriormente foi realizada a leitura. A cada série de reagdes
utilizava-se um controle negativo, para justamente distinguir reacdes nao reagentes das
reagentes. O avaliador teve apenas 3 minutos para avaliar cada amostra, apds estas serem
homogeneizadas, assim evitar o ressecamento do conteddo e o aparecimento de aglutinacio
inespecifica tardia. O soro que apresentou grumos em qualquer intensidade foi considerado
positivo e o que permaneceu homogéneo foi considerado negativo para calazar canino. O

surgimento de reacdes duvidosas na amostra foi considerado como diagndstico negativo.

3.6 Soros

A fim de montar um banco de soros e conseguir soros positivos e negativos para
padronizacdo do teste de soroaglutinagdo em latex (SAL) foram coletadas e testadas no
ELISA-S7, 416 amostras de soro de cdes domiciliados provenientes dos municipios de
Aroeiras - PB, Brejo do Cruz - PB, Patos - PB, Santa Teresinha - PB, Sao José de Espinharas
- PB e Ic6 - CE. Todos os soros testados foram adsorvidos com sonicado de E. coli DH5a nas
diluicdes 1:2, 1:5 e 1:8, objetivando neutralizar os anticorpos anti- E. coli. A adsor¢do foi

realizada por 4 horas a temperatura ambiente ou 12 horas a 4° C.

3.7 Ensaio Imunoenzimatico.

O teste ouro utilizado foi o ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay — Ensaio de
Imunoadsorcdo Enzimadtica), que é baseado no reconhecimento de anticorpos especificos por
antigenos fixados em um suporte pléstico.

O kit empregado foi o ELISA S7 recombinante®, que usa a proteina HSP70
recombinante e autorizado pelo Ministério da Agricultura para diagndstico do calazar canino,
com protocolo realizado de acordo com as instru¢des do fabricante (Biogene Ind. Com. Ltda,

Recife, PE).
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3.8 Analise Estatistica

Para calcular a especificidade, sensibilidade e o valor kappa, do Teste de Soroaglutinacdo em
Latex comparado com o ELISA S7 foi utilizado o programa gratuito DAG_Stat
(http://www.biostats.com.au/DAG_Stat/).



37

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Expressao e Antigenicidade da Proteina Recombinante

Através do Dot blot (Figura 5), observa-se a funcionalidade do protocolo, a
antigenicidade da regido carboxi-terminal da HSP70 e a eficiéncia da adsor¢do dos soros,
visto que ndo houve reacdo com DHS5a, posteriormente comprovado no WB (Figura 7).
Através do WB, verificou-se que a proteina recombinante é bastante antigénica, sendo

reconhecida pelo pool dos soros de cdes positivos para calazar.

Figura 5. Resultado do dot-blot utilizando pool soros positivos e negativos diluidos 1:200, antigeno

total e diluido 1:2 até 1:16 e conjugado diluido 1:5000.

DILUICAO DO ANTIGENO
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1 1 1 1
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POOL DE SORO CONTROLE POSITIVO POOL DE SORO CONTROLE NEGATIVO

A expressdo de uma proteina heterdloga a partir de um segmento de gene clonado num
plasmideo pode frequentemente ser identificada pela andlise das bandas proteicas obtidas por
eletroforese em gel de SDS poliacrilamida. Uma expressdo perceptivel do gene clonado pode
ser vista como uma banda intensa, inexistente na bactéria sem o plasmideo, e com 0 peso
molecular (PM) esperado pela constru¢do recombinante. Com isso, através da coloragdo do
gel por Coomassie Brilhant Blue foi possivel verificar que houve expressio do gene
correspondente a regido carboxi-terminal da HSP70 com um peso molecular entre 66,2 e 97,4

kDa (Figura 6).
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Figura 6. Gel de poliacrilamida a 12% corado com Coomassie Brilhant Blue R-250 das proteinas de E.
coli selvagem (DH5a), L. chagasi e E. coli clonada (HSP70) (10 ul de proteina por pogo). O peso

molecular (PM) estd indicado em kDa.
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Figura 7. Resultado do western blot utilizando pool de soros positivos diluidos 1:200, antigeno total e

conjugado proteina A Peroxidase 1:5000. Seta: banda antigénica da HSP70.

4.2 Padronizaciao da Soroaglutinacao em Latex

Foram selecionadas 14 amostras positivas e 13 negativas de 416 amostras testadas pelo
ELISA S7 e confirmadas posteriormente por PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase). Os

soros selecionados foram testados no SAL nas diluicdes de 1:2, 1:5, 1:8. Nao foi possivel
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incluir os soros ndo diluidos no teste, pois o antigeno nao € purificado e a amostra devia estar
adsorvida para evitar que anticorpos anti-E. coli aglutinem o latex sensibilizado com o
sonicado de HSP70 recombinante. Na figura 8, observa-se a aglutinacio em um soro positivo

pelo ELISA S7® e a auséncia de aglutinacdo em um soro negativo pelo mesmo ensaio.

Figura 8. Resultado positivo e negativo da SAL.

4.3 Avaliacido da Sensibilidade e Especificidade do teste

As Tabelas 1, 2 e 3 mostram os resultados do SAL e do ELISA S7® quando os soros
foram diluidos 1/2, 1/5 e 1/8, respectivamente. Na dilui¢do 1/2, ocorreram 10 verdadeiro-
positivos (VP) e 9 verdadeiro-negativos (VN); na diluicdo 1/5, 7 VP e 12 VN e na 1/8,
obteve-se 8 VP e 10 VN.

Tabela 1. Resultado da Soroaglutinacdo em latex (SAL) nas amostras diluidas 1:2 e do Ensaio
imunoenzimatico (ELISA S7) para diagnéstico da leishmaniose visceral canina.

SAL - Diluigao 1/2

Reagente N&o Reagente Total
(%) (%)
Positivo 10 (71,42%) 4(28,58%) 14
ELISA S7
, 4 (30,76%) 9 (69,24%)
Negativo 13

Total 14 13 27




40

Tabela 2. Resultado da Soroaglutinacio em latex (SAL) nas amostras diluidas 1:5 e do Ensaio
imunoenzimatico (ELISA S7) para diagndstico da leishmaniose visceral canina.

SAL - Diluigao 1/5

Reagente Nao Reagente Total
(%) (%)
Positivo 7 (50%) 7 (50%) 14
ELISA S7
, 1 (7,70%) 12 (92,30%)
Negativo 13
Total 8 19 27

Tabela 3. Resultado da Soroaglutinacdo em latex (SAL) nas amostras diluidas 1:8 e do Ensaio
imunoenzimatico (ELISA S7) para diagnéstico da leishmaniose visceral canina.

SAL - Diluicao 1/8

Reagente Nao Reagente Total
(%) (%)
Positivo 8 (57,14%) 6 (42,86%) 14
ELISA S7
, 3 (23,07%) 10 (76,93%)
Negativo 13
Total 11 16 27

A determinacao da sensibilidade implica na probabilidade de que o ensaio serd positivo
quando a infec¢do estd presente e a especificidade quando a probabilidade de que o ensaio
serd negativo quando a infec¢@o estd ausente.

Quando os resultados foram analisados pelo programa DAG_Stat, as sensibilidades e
especificidades do teste de aglutinacdo em latex nas diferentes diluicdes foram: na dilui¢do
1:2, a sensibilidades foi de 71,0% (95% CI: 0,42 - 0,92) e especificidade de 69,0% (95% CI:
0,39 - 0,91); Na diluicdo 1:5, a sensibilidades foi de 50,0% (95% CI 0,23 - 0,77) e
especificidade de 92,0% (95% CI: 0,64 - 1,00); Na dilui¢do 1:8, a sensibilidades foi de 57,0%
(95% C1 0,29 - 0,82) e especificidade de 67,0% (95% CI: 0,46 - 0,95). Os valores de Kappa
foram respectivamente, 0,4066; 0,4162; 0,3379, quando comparado com o ensaio
imunoenzimatico, obtendo resultado moderado (0,41 a 0,60) nas diluicdes 1:2 e 1:5 e razodvel
(0,21 a 0,40) na dilui¢ao 1:8, segundo a classificacdo de Thursfield (2007) (Tabela 4). A
baixa sensibilidade e especificidade, ¢ a grande variincia nas amplitudes do Indice de
Confianca foram obtidas em fun¢do do reduzido numero de amostras analisadas pelo teste de

soroaglutinacio em latex.
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Tabela 4. Sensibilidade, Especificidade e Valor Kappa e suas respectivas concordancias nas
diluicoes 1:2, 1:5 e 1:8.

Diluic¢do das Sensibilidade Especificidade Valor Conclusdo da
Amostras (%) (%) Kappa Replicabilidade
1:2 71,0 69,0 0,4066 Moderada
1:5 50,0 92,0 0,4162 Moderada
1:8 57,0 67,0 0.3379 Razodvel

Com o objetivo de padronizar um teste rdpido e de triagem no diagndstico do calazar
humano, vérios autores t€m procurado padronizar um teste de soroaglutinacdo ripida em
laitex. O KAtex desenvolvido em Bangladesh, na India, detecta antigenos de Leishmania
donovani na urina dos pacientes enfermos SALAM (2010). As esferas de latex foram
sensibilizadas com anticorpos produzidos contra os antigenos de L. donovani e entdo
misturadas com a amostra em lamina de vidro. O ensaio apresentou sensibilidade de 94,64% e
especificidade de 95%, com intervalo de confianca [IC] = 95 a 100%. A deteccdo de antigeno
¢ considerada mais especifica do que os testes baseados na identificacdo de anticorpos uma
vez que a infec¢do estd ativa.

Cordeiro (2009) sensibilizou o latex com a proteina recombinante HSP70 e comparou o
desempenho do teste com o kit comercial ELISA S7® em um banco de soro de 279 caes. Na
diluicdo 1:2 obtiveram-se os valores de sensibilidade de 68,12% (95% CI: 0,55 - 0,78), de
especificidade de 55,24% (95% CI: 0,48 - 0,62) e o valor Kappa de 0,173 (95% CI: 0,074 -
0,272). Na mesma dilui¢do, os nossos resultados foram superiores, que pode ter ocorrido pela
utilizagdo da soro albumina bovina no bloqueio da pérola de latex. Cordeiro (2009) relatou
também que houve uma grande discordancia dos resultados comparativos entre o ensaio € 0
ELISA S7, indicando a ocorréncia de reacoes falso-positivas causadas por algum fator sérico
ou pela presenca de sitios residuais de ligacdo no latex.

Sabe-se que o revestimento da superficie do latex nao € absoluto, assim algumas regides
permanecem livres de ligacdo. Como descrito por MOLINARO et al. (2010), os espagos
livres devem ser ocupados com qualquer molécula alheia ao sistema reacional, no sentido de
evitar a ligacdo inespecifica de componentes da amostra e reduzir reacdes indesejaveis que

acarretam falsas interpretacdes. A cobertura destes espacos vazios é chamada de bloqueio.
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Entre as proteinas mais empregadas nesta etapa destacam-se a soro albumina bovina (BSA), o
soro fetal bovino, a ovalbumina e a caseina.

Dereure et al. (1998) relataram uma sensibilidade de 93% e uma especificidade de
98,9%, calculadas a partir da andlise da reatividade de 1035 soros caninos, tomando-se como
padrao o teste de imunofluorescéncia indireta. A concordincia entre os dois testes foi
excelente, com kappa = 0,883. O antigeno era composto de um extrato bruto de L. infantum,
que pode influenciar na sensibilidade do teste.

Por outro lado, Akhoundi et al. (2013), utilizando antigeno A2 purificado, relataram
uma sensibilidade de 95,2% (95% CI: 95,0 — 95,4%) e especificidade de 100% (95% CI:
100%), comparando com o DAT na diluicdo 1:320. Fatores que contribuiram para um melhor
rendimento do teste foram: a ativacdo da pérola de latex com EDC (lethyl-3-dimethylamino

propyl carbodiamide) e o tipo do antigeno.
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5 CONCLUSAO

Os resultados demonstram que a proteina recombinante HSP70 de Leishmania chagasi
pode ser utilizada no teste de soroaglutinacdo em ldtex por ser antigénica, uma vez que
animais infectados produzem uma forte resposta humoral contra a proteina de choque térmico.

O ensaio ainda necessita de ajustes na sensibilizacdo do latex para melhorar a sensibilidade.
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CERTIDAO

ASSUNTOQ: Padronizagdo de um teste de soro
aglutinagdo rdpida em Idtex para o diagnostico
de Leishimaniose visceral caning ”.

Cientificamos a V.Sa. que seu projeto teve parecer consubstanciado orientado
pelo regulamento interno desta comisséo e foi aprovado em Reunido Extraordinaria n®
04/2013, em 30 de julho de 2013, nas dependéncias da Universidade Federal de
Campina Grande, com sede em Patos — PB e estando a luz das normas e regulamentos
vigentes no pais atendidas as especificagdes no uso de animais para fins cientificos e

didaticos.
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