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RESUMO

A leishmaniose visceral (LV) ¢ uma doenga grave, de carater sist€émico, que pode acometer o
homem e animais mamiferos, como os caes domésticos, que sdo tidos como os principais
reservatdrios da parasitose no Brasil. O diagndstico da leishmaniose visceral canina (LVC)
conta com o emprego de métodos soroldgicos, parasitoldogicos e moleculares, entretanto,
nenhuma das opgdes atualmente disponiveis ¢ adequada para o monitoraramento da doenca,
havendo a necessidade de um método diagnostico eficiente para caes portadores de LV, bem
como para fazer a distingdo correta entre caes sintomaticos e assintomaticos. Dessa forma, este
estudo teve o objetivo de avaliar o potencial diagnostico sorologico de antigenos recombinantes
para a LVC a fim de melhorar a forma de detec¢cao da doenga no Brasil. Foram realizadas a¢des
de diagnoéstico do calazar em bairros do Distrito Tirirical, em Sdo Luis-MA, para avaliagdo
clinica e coleta de sangue dos caes. O sangue coletado foi utilizado para realizagdo de
hemograma e esfregagos em laminas de microscopia para o diagnostico de erliquiose canina.
As amostras de soro obtidas a partir do sangue, foram inicialmente triadas com kit de
ELISA/S7®, para constata¢do da existéncia de cdes reagentes e ndo regentes para LV, sendo os
casos positivos confirmados por exame parasitologico direto. A partir dos resultados da
avaliacdo clinica e laboratorial, os caes foram classificados em sintomaticos para LV,
assintomaticos para LV, sadios ou com outra infec¢ao. Posteriormente, os grupos de soro foram
utilizados para testar o antigeno SLA e sete antigenos recombinantes de Leishmania infantum
chagasi, quanto a fung¢ao de marcadores imunoldgicos para o sorodiagnostico da LVC, por meio
da técnica de ELISA. Foram avaliados clinicamente e obtidas amostras biologicas de um total
de 180 caes. Os sinais clinicos predominantes nos animais foram linfadenomegalia (45,55%),
presenga de ectoparasitos (41,66%), onicogrifose (30%), pelagem opaca (27,22%), lesdo de
pele (22,77%), lesao de focinho/orelha (18,33%), alopecia (17,77%) e alteragdo no estado
nutricional (17,77%). O escore clinico apresentado por cada animal permitiu determinar um
ponto de corte >7 para separar os caes com LV dos cdes com outra doenca infecciosa. Com a
triagem realizada por meio do kit de ELISA/S7®, foram detectados anticorpos anti-Leishmania
em 48,33% dos caes da area do Distrito Tirirical. Foram identificados, dentre os caes com LV,
26,11% (n=47) como assintomaticos e 22,22% (n=40) como sintomaticos, e entre 0s nao
reagentes para LV, 32,77% (n=59) eram sadios e 18,88% (n=34) tinham outra infec¢do
(erliquiose canina). Trés antigenos recombinantes apresentaram melhores desempenhos de
sensibilidade, especificidade e elevada ou moderada acuracia pelas curvas ROC, obtendo uma
precisdo diagnostica melhor que o SLA. Os demais antigenos recombinantes avaliados, apesar
de reconhecerem os soros de cdes sintomadticos e assintomaticos para LV, ndo obtiveram
resultados superiores ao SLA. Portanto, os ELISAs realizados com os antigenos indicaram trés
proteinas como importantes candidatos para a melhoria do diagndstico da LVC, em virtude de
seus desempenhos satisfatorios em todos os parametros avaliados.

Palavras-chave: Antigenos; Calazar; Proteinas recombinantes; Sorodiagnostico.
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ABSTRACT

Visceral leishmaniasis (VL) is a serious disease, of a systemic character, that can affect the man
and mammalian animals, such as domestic dogs, which are considered as the main parasitic
reservoirs in Brazil. The diagnosis of canine visceral leishmaniasis (CVL) consists of the use
of serological, parasitological and molecular methods, however, none of the currently available
options is adequate to monitor the treatment or cure of the disease, requiring an efficient
diagnostic method for dogs with VL, as well as to make the correct distinction between
symptomatic and asymptomatic dogs. In this way, the objective is to evaluate the potential
serological diagnosis of recombinant antigens for CVL in order to improve the detection of the
disease in Brazil. Diagnostic actions of the calazar were carried out in neighborhoods of the
Tirirical District, in Sdo Luis-MA, for clinical evaluation and collection of blood from dogs.
The collected blood was used to perform hemogram and smears on microscopy slides for the
diagnosis of canine ehrlichiosis. Serum samples obtained from blood were initially screened
with ELISA/S7® kit, to verify the presence of reactive and non-reactive dogs for VL, and the
positive cases were confirmed by direct parasitological examination. From the results of clinical
and laboratory evaluation, the dogs were classified as symptomatic to VL, asymptomatic to LV,
healthy or with another infection. Subsequently, serum groups were used to test the antigen
SLA and seven recombinant antigens of Leishmania infantum chagasi, as well as the function
of immunological markers for the serodiagnosis of CVL, by the ELISA techniques. A total of
180 dogs were clinically evaluated and obtained biological samples. The predominant clinical
signs in the animals were lymphadenomegaly (45,55%), presence of ectoparasites (41,66%),
onychogrifose (30%), opaque coat (27,22%), skin lesion (22,77%), muzzle/ear injury (18,33%)),
alopecia (17,77%) and alteration in nutritional status (17,77%). The clinical score presented by
each animal allowed the determination of a cut-off point > 7 to separate VL dogs from dogs
with another infectious disease. With the screening performed using the ELISA/S7® kit, anti-
Leishmania antibodies were detected in 48,33% of the dogs in the Tirirical District area. Among
dogs with VL, 26,11% (n=47) were identified as asymptomatic and 22,22% (n=40) as
symptomatic and among the no-reactive for VL, 32,77% (n=59) were healthy and 18,88%
(n=34) had another infection (canine ehrlichiosis). Three recombinant antigens presented better
sensitivity, specificity and high or moderate accuracy scores for ROC curves, obtaining a better
diagnostic accuracy than SLA. The other recombinant antigens evaluated, despite recognizing
sera from symptomatic and asymptomatic dogs for VL, did not obtain superior results to the
SLA. Therefore, ELISAs performed with the antigens indicated three proteins as important
candidates for the improvement of LVC diagnosis, due to their satisfactory performances in all
parameters evaluated.

Keywords: Antigens; Kalazar; Recombinant proteins; Serodiagnosis.
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1 INTRODUCAO

As leishmanioses constituem um complexo de enfermidades diferenciadas que podem
acometer as mucosas, a pele ou as visceras, de acordo com o tipo de espécie envolvida e da
resposta imunoldgica do hospedeiro (COELHO et al., 2016). A leishmaniose visceral (LV),
caracterizada pelo acometimento das visceras, ¢ uma doenga grave, de carater sist€émico, que
atinge as células do sistema mononuclear fagocitario do homem e principalmente de caes
domésticos, que sao tidos como os principais reservatdrios da parasitose no Brasil, sendo, neste
caso, designada por leishmaniose visceral canina (LVC) (SUNDAR, 2003; ASHFORD et al.,
2000).

O diagnoéstico da LVC conta com o emprego de diversos métodos, sejam eles
parasitoldgicos, sorologicos ou moleculares, no entanto, nenhuma das opgdes atualmente
disponiveis ¢ adequada para monitorar o tratamento ou a cura da doenga (FARIA; ANDRADE,
2012). O teste diagnostico ideal deve ser sensivel, especifico e de facil utilizagdo, de forma
quantitativa e ndo invasiva, que propicie coleta de amostras repetidas (FARIA; ANDRADE,
2012; LEITE et al., 2010). Entretanto, essas caracteristicas em um so teste ainda ¢ uma meta a
ser alcancada.

As técnicas soroldgicas, recomendadas pelo Ministério da Saude para o diagnéstico da
LVC, sdo de facil uso e auxiliam pela detec¢do de anticorpos circulantes anti-Leishmania no
sangue. Mas, a sensibilidade e especificidade de tais técnicas sao variaveis, dependendo do tipo,
fonte, pureza e preparacao do antigeno utilizado (BARROSO-FREITAS et al., 2009; ZEYREK
et al., 2007).

O uso de antigeno lisado total de formas promastigotas de Leishmania é comum em
testes soroldgicos disponiveis no mercado, cuja producdo depende do crescimento intrinseco
do parasito (SRIVASTAVA et al., 2011). Além disso, problemas em relagdo aos niveis de
sensibilidade e especificidade, a possibilidade de ocorréncia de rea¢des cruzadas com soros de
caes infectados por agentes etioldgicos de outras doencas e falhas na identificagdo dos casos de
LVC ainda na fase assintomatica (BRANDONISIO et al., 2002; PASSOS et al., 2005;
SUNDAR et al., 2006), constituem-se em desvatagens da utilizacao deste tipo de método.

Em virtude destas eventuais dificuldades, tém-se a necessidade de melhorias nos
métodos de diagnostico soroldgicos existentes. Por este motivo, o uso de antigenos
recombinantes de Leishmania associados as técnicas soroldgicas vem se mostrando uma
alternativa valiosa e promissora, porque os mesmos reduzem a ocorréncia de reacdes cruzadas,

proporcionando bons percentuais de sensibilidade e especificidade, além da produgao deles ser
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independente do crescimento do parasito, ocorrendo de forma padronizada e uniforme
(CELESTE et al., 2014).

Nesse contexto, o presente estudo empregou a técnica de ELISA para determinar a
precisao diagnostica de sete proteinas recombinantes, avaliando parametros de sensibilidade e
especificidade, a fim de valida-las como candidatas promissoras ao desenvolvimento de um
teste rapido, capaz de incrementar o diagnostico soroldgico da LVC em nosso pais. Os
resultados podem auxiliar na complementagdo de ferramentas diagnosticas atuais, no
direcionamento de outras pesquisas na area e no gerenciamento eficiente da LVC, além de
poder contribuir para melhorar as medidas de controle e prevencao da infec¢do em humanos e
nao-humanos.

Destaca-se que a escolha destas proteinas se deu em virtude de suas descrigdes como
antigenos com boa capacidade de reconhecimento por anticorpos presentes nos soros de
humanos e caes infectados por diferentes espécies de Leishmania (SOUZA et al., 2013), além
do fato da escassez de estudos de aplicagcdo destas proteinas contra soros de caes infectados por
Leishmania infantum chagasi em areas endémicas no Brasil.

Tais proteinas foram caracterizadas previamente pela Equipe do Laboratorio de
Patologia e Bio-Intervencdo do Centro de Pesquisa Gongalo Moniz (LPBI/CPqGM -
FIOCRUZ da Bahia), que estiveram em parceria na execugdo desta pesquisa, pois a mesma
encontrava-se inserida dentro de um projeto guarda-chuva, intitulado “Desenvolvimento de
sistemas rapidos, sensiveis e especificos para o diagnodstico da leishmaniose visceral canina”.

Dessa forma, os bons resultados de sensibilidade e especificidade dos antigenos
recombinantes de Leishmania empregados neste trabalho, podem torna-los eficientes e
importantes alternativas para alcancar o desenvolvimento de futuros sistemas diagnosticos
soroldgicos para a doenca, os quais possam ser utilizados na préatica clinica para a prescri¢ao
rapida da soropositividade e orientagdo adequada do protocolo terapéutico e controle de

infeccdo por Leishmania.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Aspectos gerais das leishmanioses

As leishmanioses sdo inicialmente consideradas uma zoonose, mas quando o homem ¢
participante do seu ciclo de transmissao, estas obtém um carater antroponético (ALVAR et al.,
2012; DESJEUX, 2004). Elas representam um sério problema de saude publica e, segundo a
Organizagdo Mundial da Satde (OMS), encontram-se entre as endemias tidas como prioritarias

no mundo (ABEDI-ASTANEH et al., 2016; ALVAR et al., 2012; SOOSARAEI et al., 2017).

Essas parasitoses sdo provocadas por protozodrios pertencentes a ordem Kinetoplastida,
familia Trypanosomatidae e género Leishmania, que podem acometer o homem e certas
espécies de mamiferos domésticos e silvestres de areas tropicais e subtropicais (TASCA et al.,
2009). De acordo com a espécie de Leishmania e determinados fatores dos hospedeiros
envolvidos, podem ser observadas diferentes manifestacdes clinicas que caracterizam a
leishmaniose tegumentar (LT) ou a LV (GURUNG; KANNEGANTI, 2015; KARAKUS et al.,
2017).

A LT inclui duas formas clinicas, a cutanea e a mucosa (DESJEUX, 2004; DAVID;
CRAFT, 2009). A forma cutanea ¢ a mais relatada e ¢ caracterizada pela ocorréncia de lesdo de
pele, que pode ter localizagdo unica ou multipla (REITHINGER et al. 2007). Enquanto que na
forma mucosa, sdo observadas lesdes localizadas nas mucosas das vias aéreas superiores,
provavelmente em decorréncia da disseminagdo hematogénica do parasito na pele (DAVID;
CRAFT, 2009). A LV ¢ uma doenga sistémica cujos principais 6érgaos acometidos sdo bago,
figado, linfonodos e medula Ossea, sendo considerada a forma mais grave dentre as
leishmanioses (SAMPAIO et al., 2010; AL-SALEM et al., 2016).

As leishmanioses sdo registradas nos cinco continentes, com aspecto endémico em 98
paises e com cerca de 350 milhdes de pessoas expostas ao risco de infec¢do (WERNECK,
2014). A prevaléncia global da doenca ¢ estimada em 12 milhdes de casos, sendo 1 milhdao de
novos casos de LT e 300 mil novos casos de LV anualmente (MOEIN et al., 2018; ALVAR et
al., 2012).
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2.2 Leishmaniose visceral (LV)

A Leishmaniose Visceral (LV) ¢ uma doenga tropical negligenciada caracterizada pela
evolucdo cronica e envolvimento sistémico, que se nao tratada precocemente pode evoluir ao
obito em 90% dos casos (AL-SALEM et al., 2016).

Depois da malaria a LV ¢ a segunda maior doenga parasitaria com relatos de dbito no
mundo, com ocorréncia em 70 paises (SILVA et al., 2018), principalmente em areas rurais e
suburbanas marginalizadas de Bangladesh, [ndia, Nepal, Sudao, Etiopia e Brasil (WERNECK,
2014). A estimativa atual de mortalidade por ano da LV ¢ superior a 50.000 (SILVA et al.,
2018), tornando-a uma das preocupacdes mais prevalentes no contexto de satide publica
(ZHAO et al., 2016).

Essa doenca parasitaria ¢ causada por varias espécies do género Leishmania, sendo a
mais comum, nas Américas, L. infantum chagasi (MARCILI et al., 2014). A transmissdo da LV
acontece por meio da picada de flebotomineos do género Phlebotomus ou Lutzomyia (BAUZER
et al., 2007, GRAMICCIA; GRADONI, 2005; VELO et al., 2005), que ao realizarem a
hematofagia, inserem as formas promastigotas flageladas do protozoario no hospedeiro
mamifero (ALVAR et al., 2004).

A LV pode ser classificada em leishmaniose visceral zoonotica (LVZ) e leishmaniose
visceral antropondtica (LVA). Na LVZ a transmissdo acontece quando flebotomineos se
alimentam do sangue de animais silvestres ou domésticos e levam o parasito aos seres humanos
(ZHAO et al., 2016). Esse tipo de leishmaniose ¢ amplamente distribuido na bacia do
Mediterraneo, partes do Oriente Médio, Norte da Africa e nas Américas (ROSYPAL, 2003).
Em contrapartida, a LVA ¢ transmitida diretamente de humanos para outros humanos por meio
da picada do inseto vetor infectado durante a hematofagia (CHAPPUIS et al., 2007). A LVA ¢
encontrada, principalmente, na India (estado de Bihar) e em outras partes do subcontinente
indiano (STAUCH et al., 2011) e no Sudao do Sul, sendo causada por L. donovani (JAMJOOM
et al., 2004).

2.3 Morfologia da Leishmania
Os parasitos do género Leishmania sao protozoarios dimorficos que apresentam duas

formas morfoldgicas distintas principais, denominadas de promastigotas e amastigotas

(TANAKA, 2007).
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As promastigotas sdo extracelulares, encontradas no tubo digestivo de flebotomineos
infectados, e apresentam corpo celular alongado e fusiforme, com a presenca de uma bolsa
flagelar, localizada na regido anterior do parasito, a partir da qual parte um flagelo alongado
(VANNIER-SANTOS et al., 2002).

As formas amastigotas sdo intracelulares obrigatérias, imdveis, que apresentam corpo
celular pequeno e oblongo (TANAKA, 2007). O flagelo presente ¢ pequeno e restrito a bolsa
flagelar, por este motivo sua visualizacdo so6 € possivel por meio de microscopia eletronica
(VANNIER-SANTOS et al., 2002). As amastigotas s3o encontradas, principalmente, em
macrofagos do hospedeiro mamifero, dentro de vactolos das células do sistema fagocitico
mononuclear (ZAVERUCHA DO VALLE et al., 2007).

Tanto as formas amastigotas quanto as promastigotas das espécies de Leishmania, assim
como outros parasitos tripanossomatideos, apresentam uma Unica mitocondria ramificada que
pode se prolongar por todo o comprimento da célula com um grande contetido de DNA em
uma regido proxima ao corpo basal do flagelo, denominado cinetoplasto (CAVALCANTI et
al., 2008). A posicao relativa dessas estruturas ¢ importante para a classificagdo dos estagios

do ciclo de vida dos organismos da familia Trypanosomatidae (HOARE; WALLACE, 1996).

2.4 Mecanismos de transmissao

A transmissdo e o ciclo evolutivo da LV, envolvem flebotomineos e hospedeiros
mamiferos (CUNNINGHAM, 2002). Durante a hematofagia, o inseto vetor ingere as formas
amastigotas do parasito, encontradas em macrofagos e mondcitos no sangue ou na linfa
intersticial de vertebrados infectados (ZAVERUCHA DO VALLE et al., 2007). Ao serem
lancadas na proposcide do inseto vetor, as amastigotas diferenciam-se em promastigotas, as
quais passam por um processo de divisdo chamado metaciclogénese, onde a partir dai adquirem
viruléncia no tubo digestivo do inseto e transformam-se em uma forma indivisivel e infectante
(ZAVERUCHA DO VALLE et al., 2007). Posteriormente, as promastigotas migram pela
faringe e cavidade bucal e ao realizar a proxima alimenta¢do, regurgitam o material aspirado,
devido ao relaxamento dos musculos responsaveis pela suc¢do, durante o esfor¢o para a
obtenc¢ao do sangue e, desta forma, acabam por infectar o hospedeiro mamifero (CIMERMAM;
CIMERMAM, 2002) (Figura 1).

Uma vez no hospedeiro vertebrado, os parasitos podem invadir ativamente ou serem
fagocitados pelas células (normalmente macrofagos) e, entdo, se diferenciam em amastigotas

esféricas, as quais comeg¢am a se multiplicarem assexuadamente por divisdo binaria dentro do
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fagolisossomo (CUNNINGHAM, 2002). Quando as células parasitadas se rompem as formas
amastigotas disseminam-se para as células do sistema fagocitico mononuclear e, por esse
motivo, serdo mais uma vez fagocitadas com percurso na corrente sanguinea ou linfatica,
acometendo orgaos, como o bago, figado e a medula 6ssea, expandindo a infeccao e finalizando

o ciclo evolutivo (ZAVERUCHA DO VALLE et al., 2007).

£ > b,

h Flebotomineo Mamiferos

by
® " 3

Figura 1 — Ciclo de vida da Leishmania. 1 — O flebotomineo fémea ingere as formas amastigotas do parasito
durante a hematofagia. 2 — Amastigotas sdo liberadas no intestino do flebotomineo. 3 — Amastigotas se
diferenciam em promastigotas. 4 — Promastigotas se multiplicam e se diferenciam em promastigotas
metaciclicas. 5 - Promastigotas metaciclicas migram para a valvula faringeana. 6 — Durante a hematofagia o
flebotominio transmite as promastigotas metaciclicas ao hospedeiro mamifero. 7 — Promastigotas
metaciclicas podem invadir ativamente ou serem fagocitadas por macrofagos ou neutrofilos. 8 —
Promastigotas se diferenciam em amastigotas e se multiplicam por divisdo bindria. 9 — Amastigotas deixam
as células infectadas. 10 — Amastigostas infectam novas células. Adaptado de: Frézard (2015).

Outros possiveis modos de propagacao da doenca, que sdo relatados na literatura,
incluem a transmissao congénita, pela doacao de sangue, e durante a realizagdo de transplantes
de orgaos (DREXLER; HOLBRO, 2014; MOLINA et al., 2003). Na Espanha, foi descrito
também, a possibilidade de transmissdo por meio de seringas usadas em humanos co-infectados

com HIV e LV (MOLINA et al., 2003).
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2.5 Reservatorios

Os hospedeiros que atuam como reservatorios da infec¢do por L. infantum chagasi
incluem animais mamiferos (DANTAS-TORRES, 2007), como caes e gatos domésticos e
certas espécies de animais silvestres (Cerdocyon thous, Chysocyon brachyurus, Lycalopex
vetulus, Didelphis albiventris e D. marsupialis) (CURI et al, 2006; FIGUEIREDO et al., 2008;
NOE et al., 2015), que sdo apontados como potenciais reservatorios.

Apesar da variedade de animais que podem participar do ciclo de transmissao da LV, os
caes domésticos sdo tidos como os principais reservatorios nos estados brasileiros (ASHFORD
et al., 1998) e sdo conhecidos por estabelecer o ciclo peri-doméstico da LV em 4reas urbanas,

peri-urbana e rurais (ALVAR et al., 2004).

2.6 Leishmaniose visceral canina (LVC)

Os caes domésticos tém um papel importante no ciclo da LV, devido as altas taxas de
prevaléncia da doenca nesses animais e o alto parasitismo na pele dos infectados, favorecendo
a infecgao pelos flebotomineos (ALVAR et al., 2004; TAUIL, 2006), além do fato de os casos
de leishmaniose visceral canina (LVC) precederem ou ocorrerem em simultdneo com casos de
LV humana (ALVAR et al., 2004). No Brasil, o percentual de caes infectados que vivem em
area em que a LVC ¢ endémica varia de 1% a 67% (GOMES et al., 2008; FRANCA-SILVA et
al., 2003; BARBOSA et al. 2010). No entanto, a prevaléncia de infeccdo em caes ¢
provavelmente superior aos dados relatados em estudos de levantamento de casos de cdes com
LV.

Os sinais clinicos da LVC aparecem progressivamente e as lesdes cutaneas podem estar
presentes em combinacdo com a doenga visceral (LACHAUD et al., 2002). As manifestagdes
clinicas incluem alteragdes como onicogrifose, alopecia, ulceras, dermatites, emagrecimento,
anorexia, apatia, atrofia muscular severa, insuficiéncia renal, disfun¢des oculares e motoras,
além de acometer orgdos internos, como baco, figado e linfonodos, sendo este conjunto de
sinais capaz de levar o animal ao 6bito (ALVAR et al., 2004; SOLANO-GALLEGO et al.,
2001).

A LVC pode ser categorizada quanto a sintomatologia, em sintomatica, quando sao
observados diversos sinais clinicos e, assintomatica, onde nao ha sinais clinicos sugestivos da
doenga provocados pela infecgdo (BARBIERI, 2006). Fazendo-se necessario a utilizagio de

métodos diagnosticos capazes de fazer a discriminagdo entre as duas formas clinicas da doenca
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nos caes (FARIA; ANDRADE, 2012), para tomar as devidas medidas de controle com os
animais sintomdaticos e para manter os animais com formas assintomdticas, com menor
manifestagdo de sinais clinicos e, portanto, com baixa probabilidade de progressao da infecgao.

O uso de testes diagnosticos, sensiveis e especificos, pode reduzir falhas no programa
de controle da LVC, por minimizar a manutenc¢do de animais falso-negativos e a eutanasia de
caes falso-positivos (FRAGA et al, 2016). A identificacio e a eutandsia de caes
sorologicamente positivos ¢ uma das estratégias primarias de controle recomendada pelos
governos de alguns paises, como o Brasil (NUNES et al., 2010). Muito embora, alguns autores
argumentam que a eutanasia de cdes com LV ndo ¢ uma medida eficaz para o controle
(BOELAERT et al., 1999; FIGUEIREDO et al., 2010), visto que o numero de caes eliminados
¢ maior que a quantidade de caes sororreagentes, ocorrendo a eliminagdo de animais com outras
doengas, diagnosticados erroneamente como portadores de LV (NASCIMENTO et al., 1996).

De acordo com Gontijo e Melo (2004), caes sororreagentes sao eliminados todos os anos
no Brasil e, apesar dos recursos e esforcos investidos, o programa de controle da leishmaniose
brasileira em curso ndo conseguiu reduzir a ocorréncia da doenga a um nivel aceitavel
(AKHAVAN, 1996). Levando ao aumento da prevaléncia da LVC e a tornando-a um grave
problema de satde publica em varios estados brasileiros, indicando que sdo necessarios
esforcos mais focados e diferenciados (DANTAS-TORRES; BRANDAO-FILHO, 2006;
GONTIO; MELO 2004).

2.7 Diagnéstico

O diagnostico da Leishmania em caes, ndo se restringe apenas a sinais clinicos, pois sdo
poucos sugestivos e, em alguns casos, os animais podem nao manifestar sinais (assintomaticos)
(ORTIZ et al., 2015; PETRAKI et al., 2015; BARBIERI, 2006). Em virtude destes aspectos,
torna-se importante o uso de técnicas laboratoriais, compostas fundamentalmente, de trés grupos

de exames: os parasitologicos, os imunoldgicos ou soroldgicos e os moleculares.

2.7.1 Diagnostico parasitologico

Os exames parasitologicos diretos sdo considerados padrdo de referéncia no diagndstico
da LV e baseiam-se na observagao direta do parasito (SUNDAR; RAI, 2002). A especificidade
desses testes ¢ de 100%, mas como a distribui¢do dos parasitos ndo ¢ uniforme em um mesmo

tecido, a sensibilidade ¢ bastante variavel (BOARINO et al., 2005).
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As técnicas parasitoldgicas podem ser realizadas por meio de aspirados de linfonodo,
medula 0ssea ou bago, que permitird a visualizacdo da forma amastigota da Leishmania em
preparacdes microscopicas (ZIJLSTRA; EL-HASSAN, 2001). Outros métodos convencionais
para o diagndstico parasitologico, incluem cultura in vitro de fragmentos ou aspirados de
tecidos (BOGGILD et al. 2007; GOTO; LINDOSO 2010). Analise histopatologica de o6rgaos

infectados, também pode ser usada para detectar parasitos intracelulares (TAFURI et al., 2001).

2.7.2 Diagnostico imunologico ou soroldgico

Os testes sorologicos sao indispensaveis no diagnostico da LV (BOARINO et al., 2005)
para a deteccao de anticorpos anti-Leishmania circulantes. Os mais comumente usados incluem
a reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI), o ensaio imunoenzimatico (ELISA) e teste o
rapido imunocromatografico (TRI), que empregam antigenos de Leishmania.

A RIFI e o ELISA sao métodos amplamente usados em inquéritos de diagndstico de
doengas infectocontagiosas (ASSIS et al., 2010). A sensibilidade destes testes ¢ muito alta,
sendo eles capazes de identificar uma boa quantidade de casos soropositivos com autenticidade
(AREVALO, 2011; GOTO; LINDOSO, 2010). A sensibilidade da RIFI pode variar de 90% a
100% e a especificidade de 80% a 100%, dependendo do tipo de antigeno empregado e das
condig¢des de realizagdo do método (MAIA et al., 2012). A especificidade da RIFI é prejudicada
pela ocorréncia de reagdes cruzadas com doencas que nao as leishmanioses, principalmente
aquelas causadas por tripanosomatideos (LAURENTI, 2009).

A técnica de ELISA pode apresentar uma sensibilidade que varia entre 80% e 99,5% e
uma especificidade entre 81% e 100% (FUKUTANI et al., 2014), de acordo com o tipo de
antigeno utilizado e alteragdes no protocolo (LAURENTTI, 2009). Os ELISAs podem apresentar
também reatividade cruzada com agentes etiologicos de outras doengas infecciosas, quando
fazem a utilizagdo de antigenos totais (ZANETTE, 2006). Entretanto, o emprego de antigenos
recombinantes ou purificados aprimora os parametros de sensibilidade e a especificidade do
método imunoenzimatico (SCALONE et al., 2002).

Os TRIs possuem bons indices de sensibilidade e especificidade, sdo de rapida execucao
(5-10 minutos) e permitem a interpretagdo visual das reagdes, possibilitando seu emprego em
condi¢des de campo, no entanto, podem apresentar resultados falso-positivos (ASSIS et al.,
2008).

E importante ressaltar, que o programa do Ministério da Saude para o controle e

monitoramento da leishmaniose adota um protocolo de diagnostico da LV em caes, constituido
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por técnicas soroldgicas (FRAGA et al., 2016). Anteriormente era composto pelo método de
triagem feito pelo ELISA e o teste de confirmacado realizado pela RIFI, mas em dezembro de
2011 passou a ser composto pelo teste de triagem por meio da Plataforma Dual Path (DPP®),
um TRI, e o de confirmagado pelo ELISA (SILVA et al., 2011). A avaliagdao da sensibilidade e
especificidade revelou valores baixos para o protocolo anterior que detecta a infec¢do por

determinagdo da sororreatividade em caes (FRAGA et al., 2016).

2.7.3 Diagnostico molecular

Os avangos significativos nos métodos moleculares levaram ao desenvolvimento de
ferramentas alternativas para o diagndstico das leishmanioses, todas baseadas na Reagdo em
Cadeia de Polimerase (PCR), que permite a sintese in vitro de uma sequéncia de DNA alvo
especifica. Com isso, tornou-se mais sensivel e especifico o diagnostico da LV, sendo possivel
detectar o DNA de Leishmania em amostras de sangue, linfonodos, medula 6ssea e fragmentos
de pele (MAURYA et al., 2005; SILVA, 2011).

A partir do surgimento da PCR convencional, multiplos subconjuntos foram
desenvolvidos para auxiliar no diagnostico das leishmanioses e outras infecg¢des, tais como
reagdo de amplificagdo aleatoria de DNA polimérfico (RAPD) (MARTINEZ et al., 2003),
PCR-multiplex (HARRIS et al., 1998) e polimorfismo de comprimento de fragmento de
restricao (RFLP) (GARCIA et al., 2004).

A técnica de PCR em tempo real também ¢ relatada por diversos autores como uma
importante ferramenta para quantificar e diferenciar as espécies de Leishmania nos hospedeiros
(JARA et al., 2013; PITA-PEREIRA et al., 2012; SILVA, 2011). Além desta, as poderosas
técnicas robustas de tipagem de sequéncia multilocus (MLST) (BOITE et al., 2012;
TSUKAYAMA et al., 2009) e de tipagem de microssatélites multilocus (MLMT) (KUHLS et
al., 2011) também foram implementadas. Apesar das técnicas avangadas, as mesmas requerem
laboratdrios e profissionais especializados para manuseio, podendo ter custo elevado para

realizacao (BILBAO-RAMOS et al., 2017).

2.8 Proteinas recombinantes

As proteinas recombinantes comegaram a ser estudadas com maior propriedade com o

advento da tecnologia do DNA recombinante e a partir dai passaram a ser utilizadas com vérias
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finalidades, como na constitui¢do de ensaios diagnosticos mais precisos (COSTA et al., 2012;
PORROZZI et al., 2007).

As proteinas descritas como antigenos de espécies da Leishmania sdo, na maioria das
vezes, derivadas das formas promastigotas de parasitos inteiros, cultura ou de moléculas
soluveis e elas podem ocasionar resultados falso-positivos, pelas reacdes cruzadas que
acontecem com soros infectados com agentes etiologicos de outras doencgas, assim como pela
permanéncia de anticorpos circulantes apos a cura clinica (DESJEUX, 2004).

Os antigenos recombinantes de Leishmania sp. sio muito empregados em testes
diagndsticos sorologicos da LV. A aplicabilidade desses antigenos, ao serem isolados com
homogeneidade significativa, traz a vantagem de proporcionar ao teste imunoldgico, como o
ensaio imunoenzimdtico, uma grande sensibilidade, especificidade e reprodutibilidade,
reduzindo a ocorréncia de reagdes cruzadas (PASSOS et al., 2005).

Os testes soroldgicos atualmente disponiveis, que fazem a utilizagdo de proteinas totais
ou sdo baseados no uso de apenas uma proteina ou peptideo como antigeno, podem apresentar
especificidade variavel, em razao das reagdes cruzadas, pois nem todos os individuos infectados
por Leishmania produzem anticorpos contra determinados antigenos do parasito
(BRANDONISIO et al., 2002; SUNDAR et al., 2006). Soto et al. (1998), por exemplo, ao
testarem um antigeno quimérico para o diagnostico da LV humana e canina, demonstraram uma
sensibilidade que variou de 79% a 93% e especificidade de 96% a 100%. Partindo deste
embasamento, varias estratégias t€m sido empregadas para a validagdo de novas proteinas
recombinantes que possam elevar o potencial diagnodstico da doenga (TEIXEIRA et al., 2007,
WANG et al., 2011).

Uma grande variedade de proteinas excretadas-secretadas, de superficie e intracelulares
(Figura 2) tem sido reconhecida por anticorpos presentes em soros infectados com diversas
formas clinicas das leishmanioses, apresentando graus diferenciados de reconhecimento
(SOTO et al. 2009) e sdo indicadas para a substituicdo do antigeno soluvel de Leishmania
(SLA). No entanto, mesmo diante de evidéncias de que muitas proteinas recombinantes
apresentam bom desempenho no sorodiagnostico da LV, poucos foram os estudos em caes

infectados por L. infantum chagasi oriundos de areas endémicas dos estados brasileiros.
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Proteinas secretadas/excretadas:

TSA. SIR-2 Proteinas de superficie:

GP63, GP46, KMP-11

Y

Proteinas intracelulares:
CPA/B/C, GRP9%4
HSP70, HSP83, HSP20
P2a/b, PO
H1/H2A/H2B/H3/H4

Figura 2 — Proteinas recombinantes descritas como possiveis
antigenos para o sorodiagnostico das diferentes formas clinicas das
leishmanioses. Adaptado de: Soto et al. (2009).

2.8.1 Proteinas excretadas-secretadas

Dentre os antigenos excretados-secretados, a proteina rTSA de L. major, ao ser expressa
na forma recombinante, demonstrou ter reatividade intermediaria para soros de individuos com
LV e leishmaniose cutanea (LC) (WEBB et al., 1998). A proteina rSIR-2, descoberta dois anos
apos arTSA, também ¢ uma proteina desta categoria e esta localizada no citoplasma de L. major
(ZEMZOUMI et al., 1998). Esta, foi obtida na forma recombinante € o seu uso demonstrou que
se trata de uma proteina altamente antigénica durante a infec¢do natural, tanto em humanos
sintomdticos quanto em cdes com formas assintomdticas (CORDEIRO-DA-SILVA et al.,
2003). O rSIR- 2 também foi reconhecido pelos soros de criangas com LV causada por L.

infantum (SANTAREM et al., 2005, SOTO et al., 2009).

2.8.2 Proteinas de superficie

Quanto as proteinas de superficie, a protease rGP63 ¢ uma das mais abundantes expostas
a superficie das formas promastigotas do parasito e varios autores analisaram a antigenicidade
desta proteina (MCCONVILLE; BLACKWELL, 1991; PIMENTA et al., 1991). A proteina

recombinante rGP63 de L. chagasi e L. donovani foi obtida e empregada em ensaios de ELISA
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(SHREFFLER et al., 1993), demonstrando uma alta reatividade para soros de humanos com
LV aguda e apresentaram reatividade muito baixa em humanos com doenca de Chagas
(SHREFFLER et al, 1993). Além disso, foi descrita a existéncia de outra familia de
glicoproteina na membrana de promastigotas de diferentes espécies de Leishmania
(MCMAHON-PRATT et al., 1992), denominada rGP46 de L. major, que foi reconhecida por
soros de humanos e caes com LV (BOCETA et al., 2000; MAALEJ et al., 2003).

Além destas, a proteina de superficie tKMP-11 (Proteina 11 de Membrana de
Kinetoplastidos) de L. donovani e L. infantum, também foi utilizada como antigeno em ensaios
de ELISA, e revelou acentuada reatividade em soros de humanos e caes com LV (BERBERICH
et al.,, 1997). O antigeno trKMP-11 de L. panamensis também foi reconhecido por soros de
americanos com LV (76%), leishmaniose cutdneo mucosa (LCM) (60%) e LC (37%)
(TRUJILLO et al., 2000). Em razio disso, esta proteina ¢ apontada como uma molécula

antigénica importante nas diferentes formas clinicas da doenca.

2.8.3 Proteinas intracelulares

Muitas proteinas intracelulares do parasito que interagem com o sistema imunologico
apos a infecgdo por Leishmania também foram caracterizadas. Neste grupo, estdo incluidas as
proteinas de choque térmico, as proteinas acidas ribossomais, o nucleossomo formando histonas
(REQUENA et al., 2000), proteases de cisteinas (POLLOCK et al., 2003; RAFATI et al., 2003),
kinesinas (BADARO et al., 1996), entre outras. Normalmente, anticorpos para algumas dessas
proteinas reconhecem especificamente os antigenos parasitarios sem reatividade cruzada com
as contrapartes do hospedeiro e essa especificidade ¢ baseada na localizagdo de seus
determinantes antigénicos nas regioes mais divergentes dessas proteinas do parasito (SOTO et
al., 2009). Por essa razdo, esses antigenos sao de interesse potencial para o diagnostico.

A familia de proteina P ribossomal ¢ reconhecida pelos soros de cdes e humanos com
LV (REQUENA et al., 2000; SKEIKY etal., 1995; SOTO et al., 1995). Dentre os trés membros
da familia da proteina P (rP0O, rP2a e rP2b), que sdo constituintes da grande subunidade do
ribossoma de Leishmania, os estudos evidenciaram que especialmente os antigenos das
proteinas recombinantes P2 (rP2a e rP2b) sdo tteis para o diagndstico da infec¢do por
Leishmania, pois titulos substanciais de anticorpos anti-Leishmania foram detectados em soros
de caes com LV e humanos com LCM e LV (SOTO et al., 2000; SOTO et al., 1996).

As proteinas de choque térmico sdo produzidas por células procaridticas e eucarioticas

em resposta a uma variedade de estresses fisiologicos e elas estdo entre as proteinas altamente
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conservadas e abundantes encontradas nos organismos (SOTO et al., 2009). Diante disso,
diferentes membros da familia das proteinas de choque térmico foram descritos como antigenos
apos a infeccao por Leishmania (YOUNG, 1992).

A proteina rHSP83, foi reconhecida como antigeno em uma grande porcentagem de
humanos com LC ativa e LCM. (SKEIKY et al., 1995; CELESTE et al., 2004). Os soros de
caes com LV também reconhecem o antigeno rHSP83 de L. infantum (ANGEL et al., 1996). A
forma recombinante da proteina rHSP70 de varias espécies de Leishmania foi altamente
reconhecida pelo soro de humanos com LV (QUIJADA et al., 1998; ZURITA et al., 2003),
LCM (SKEIKY et al., 1995; QUIJADA et al., 1998) ¢ LC (SKEIKY et al., 1995; ZURITA et
al., 2003), além de caes com LV (QUIJADA et al., 1996), e acredita-se que ela possa ser uma
candidata potencial para sorodiagnostico da doenca. Além do mais, foi descrito que rHSP83 e
rHSP70 de Leishmania possuem propriedades adjuvantes interessantes, aumentando os niveis
de sensibilidade e especificidade no reconhecimento das leishmanioses (SOTO et al., 2009).

As histonas sao moléculas nucleares envolvidas na formagao estrutural de nucleossomos
e compactacdo de cromatina e, apesar de localizadas no nucleo, todas as histonas foram
descritas como antigenos imunodominantes durante a infec¢ao por Leishmania (REQUENA et
al., 2000). As histonas H2A, H3, H2B e H4 foram obtidas como proteinas recombinantes e
empregadas em ensaios sorologicos com soros de cdes com LV, sendo o antigeno rH2A o mais
reconhecido (72%), seguido de rH3 (68%), rH2B (60%) e rH4 (44%) (SOTO et al., 1999).

Além disso, descobriu-se que 58% dos anticorpos de humanos com LC reagem com
rH2B de L. peruviana (MONTOY A et al., 1997), todos os soros de humanos infectados com L.
chagasi reagiram contra o rH2A de L. infantum (PASSOS et al., 2005) e altos percentuais de
humanos com LV da area do mediterraneo tinham anticorpos anti-Leishmania tH2A e tH2B
especificos (MAALEJ et al., 2003). Todos esses dados apontam que as histonas podem ser
levadas em consideragdo no desenvolvimento de sistemas de sorodiagnostico baseados em
antigenos recombinantes do parasito.

As proteases de cisteinas (CPs) sao moléculas fundamentais para a viruléncia de
Leishmania (MCKERROW et al., 1993), sendo identificadas trés classes de marcadores no
parasito: CPB (tipo I), CPA (tipo II) e CPC (tipo III), que aparecem predominantemente
expressas e ativas em formas amastigotas e, em menor numero, em promastigotas (SAKANARI
et al., 1997, MOTTRAM et al., 1998). A forma recombinante dessas proteases foi altamente
reconhecida em casos ativos ou tratados de humanos com LC (RAFATI et al., 2001) e também

em casos ativos de humanos e caes com LV (RAFATI et al., 2003).
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Um estudo usando a proteina intracelular rA2 de L. donovani, realizado com humanos
com LV de uma regido endémica, mostrou a possibilidade de detectar por ELISA anticorpos
anti-A2 em 82% dos humanos com LV no Sudio e 60% na India (GHEDIN et al., 1997). Um
estudo semelhante foi feito em cdes e humanos com LV, sendo este antigeno reconhecido por
87% dos caes e 77% dos humanos sintomaticos (CARVALHO et al., 2002).

Entre as proteinas recombinantes intracelulares existentes, a chamada rK39, da familia
das kinesinas, tem sido um antigeno promissor no diagndstico da LV (SRIVIDYA et al., 2012).
A proteina rK39 foi empregada no diagnostico de humanos com LV causada pelas espécies L.
chagasi e L. donovani (GUIMARAES et al., 2003; VEEKEN et al., 2003) e para o diagndstico
de LVC (PORROZZI et al., 2007; OTRANTO et al., 2005). Testes baseados nesse antigeno
possuem sensibilidade em torno de 100% e grande especificidade, uma vez que os anticorpos
anti-K39 sao praticamente ausentes nos soros de humanos com LC, LCM ou doenca de Chagas
(BURNS et al., 1993). Além disso, o ELISA rK39 tem um alto valor preditivo para detectar LV
em pessoas imunocomprometidas, como aqueles com AIDS (MEDRANO et al., 1998). Nos
Estados Unidos, um teste rapido de imunocromatografia usando este antigeno esta
comercialmente disponivel e adaptado para o uso em condi¢des de campo, sendo de facil

manuseio (SRIVIDYA et al., 2012).

2.9 Reacoes cruzadas

Os antigenos empregados nos testes imunologicos para diagndstico da LVC podem
reagir de forma cruzada com espécies da familia Trypanosomatidae ou até mesmo com
microrganismos distantes filogeneticamente (SUNDAR; RAI, 2002). Esse fato, acontece em
virtude da complexidade antigénica dos organismos que compartilham determinantes
antigénicos comuns (LUCIANO et al., 2009).

Zanette (2014) verificou a possibilidade de reacdes cruzadas entre antigenos comuns a
Leishmania chagasi e a T. cruzi, Ehrlichia canis, Babesia canis, Toxoplasma gondii e Neospora
caninum, por meio dos métodos de ELISA, RIFI e imunocromatografia. Com isso,
demonstraram existir reacdo cruzada entre esses agentes etioldgicos em pelo menos umas das
técnicas imunologicas avaliadas no diagnostico da LVC, a exce¢do da infec¢do por B. canis,
em que nao constataram reatividade cruzada com antigenos de Leishmania por nenhuma das
técnicas. Em contrapartida, Guimaraes et al. (2009) relataram ndo haver rea¢do cruzada entre

T. gondii, Neospora sp., Babesia spp. e Leishmania spp.
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No estudo de Lira et al. (2006), tabém avaliaram as reagdes cruzadas pela técnica RIFI,
para antigenos de Leishmania, quando utilizadas amostras de soros de cdes com demodicose e
erliquiose e, observaram o compartilhamento de antigenos entre os agentes etioldgicos,
demonstrado pela ocorréncia das reagdes cruzadas. Porém, Oliveira et al. (2008), quando
avaliaram reacdo cruzada entre determinantes antigénicos de Leishmania spp., Babesia canis e

Ehrlichia canis, ndo constataram a existéncia.
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