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Resumo

As leishmanioses constituem um grupo de doengas zoonoticas, causadas por varias
espécies de protozoarios do género Leishmania, usualmente transmitidas pela picada de
fmeas de flebotomineos. Varias espécies animais servem como reservatério deste parasito,
sendo o cdo (Canis familiaries) de grande importancia na cadeia epidemiologica, devido a
sua proximidade com o homem. O diagnostico geralmente ¢ estabelecido com base na
associagdo entre 0S achados clinico-epidemiologicos € exames laboratoriais, tais como:
histopatolégicos, pesquisa direta do parasito, sorologicos € moleculares. O objetivo do
presente estudo foi verificar a reatividade sorologica de cées, atendidos no Hospital
Veterinario da Universidade Federal de Uberlandia, utilizando o teste ELISA frente aos
antigenos de trés espécies de Leishmania (L. amazonensis, L. braziliensis € L. chagasi).
Além disto, o perfil antigénico reconhecido por soros positivos foi identificado por
Imunoblotting € a associagdo com OS sinais clinicos apresentados pelo animal foi
investigada. Dos 502 soros analisados 13,15% apresentaram reatividade para o antigeno de
L. a.,7,60% para L. b. e 14,75% para L. c., havendo concordéncia de 1,60% na reatividade
com os antigenos das trés espécies. As diferentes preparagdes antigénicas apresentaram
diferencas estatisticamente significantes quanto a reatividade sorologica dos ces
(P=0,0001). O antigeno obtido a partir de L. braziliensis apresentou reatividade sorologica
significantemente menor quando comparado a L. amazonensis ¢ L. chagasi,
respectivamente P=0,0048 € P=0,0367. O reconhecimento sorologico por immunoblotting
se deu principalmente contra componente de 67kDa, provavelmente correspondente a
glicoproteina Gp63. Quanto aos achados clinicos e epidemiologicos, verificou-se um
aumento discreto na reatividade sorologica a Leishmania no grupo de cd3es que

apresentavam hepatopatias, lesdes renais ou de pele, e baixa reatividade nos soros de



animais com idade inferior a dois anos ou que eram suspeitos de Erliquiose. Houve
diferengas no perfil antigénico entre as espécies de Leishmania analisadas, o que pode levar
a diferencas na reatividade sorologica frente a estes antigenos, sendo que grande parte dos

ciies sorologicamente reativos provavelmente se enquadrariam no quadro de portadores

assintomaticos deste parasito.

Palavras-chave: Leishmania, cées, reatividade sorologica, immunobloting, sinais clinicos.
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1- INTRODUCAO

As leishmanioses constituem um grupo de doengas zoondticas, causadas por varias
espécies de protozodrios do género Leishmania (Kinetoplastida: Trypanosomatidae), sao
transmitidas por picadas de fomeas de flebotomineos (Diptera: Psychodidae) ¢ se
manifestam de diversas formas no Velho e Novo Mundo (COX, 2002). Possuem
distribui¢io mundial, principalmente cm regides tropicais e subtropicais, afetando 88
paises, com estimativa de 350 milhdes de pessoas vivendo em areas onde existe risco de
infeccdio, e prevaléncia total de 12 milhdes de pessoas infectadas (WHO, 2004).

Os parasitos do género Leishmania possuem ciclo silvestre no qual o homem ¢
apenas um hospedeiro acidental das varias espécies potencialmente patogénicas
(GRIMALDI; TESH, 1993). Durante seu ciclo, estes protozoarios parasitas podem se
apresentar de duas formas: uma presente no intestino médio de hospedeiros invertebrados,
dipteros da sub-familia Phiebotominae (géneros Phlebotomus 1no Velho Mundo e
Lutzomyia no Novo mundo) (ROSS, 1903), que possui flagelo unico, nucleo no tergo
médio da célula e cinetoplasto em posi¢do mais anterior, denominada promastigota; ou
outra, presente nos vacuolos parasitoforos no interior de macrofagos do hospedeiro
vertebrado (HERWALDT, 1999), denominada amastigota, ndo apresenta flagelo livre,
possui forma esférica, nticleo na posigdo central e cinetoplasto adjacente a0 mesmo
(MOLYNEUX; KILLICK-KENDRICK, 1987).

A transmissdo das leishmanioses em s€u ciclo natural, ocorre por meio de vetor, no
caso do Novo Mundo, dipteros fémeas do género Lutzomyia. Esses insetos, a0 se
alimentarem do sangue de um hospedeiro infectado, tém seu trato digestivo colonizado por

formas promastigotas, podendo ser eliminadas durante o repasto sanguineo ao se alimentar
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de outro vertebrado. Uma vez em seu novo hospedeiro, essas formas promastigotas séo
fagocitadas por macrofagos no interior dos quais se diferenciam em amastigotas, € se
multiplicam reiniciando o ciclo. Segundo LEMOS et al (2001) em levantamento da fauna
flebotominea realizado no municipio de Uberlandia, MG, foram capturados e identificados
8657 exemplares de flebotomineos. Foram encontrados exemplares de Lu. intermedia
(8602), Lu. lutziana (10), Lu. sallesi (8), Lu. whitmani (06), Lu. shannoni, Lu. termitophila,
Lu. lenti (03 cada), Lu. sp (espécie ndo identificada), Lu. sordellii, Lu. cortelezzii (2 cada),
Lu. renei e Lu. longipennis (01 cada), Brumptomyia sp (14).

As leishmanioses podem manifestar-se clinicamente de varias formas dependendo
da espécie do parasito envolvida, da resposta imune do hospedeiro e do flebotomineo vetor,
cuja saliva contém componentes como 0 maxadilan, que promovem vasodilatagdo local,
evitam a coagulagdo do sangue, ¢ induzem um perfil de resposta Th2 no local da lesdo,
contribuindo assim com a evolugdo da infec¢do (SACKS; KAMHAWI, 2001).

O grau de patogenicidade, tradicionalmente definido como “viruléncia”, €
demonstrado pelo espectro clinico de sintomas causados por estes parasitos, sendo que as
espécies causadoras das formas cutdneas com resolucdo espontdnea sdo consideradas
menos virulentas que aquelas causadoras de manifestagdes viscerais potencialmente fatais
(CHANG; McGWIRE, 2002). E dificil porém, correlacionar as diferentes manifestagdes
clinicas das leishmanioses com determinadas espécies do parasito, devido a complexidade
taxondmica das mesmas. A tabela 1 resume as associagdes espécie especificas com as

respectivas formas clinicas.
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Tabela 1. Associagiio entre espécies de Leishmania e suas manifestagdes clinicas.

Espécie Manifestagdo Clinica
Subgénero Leishmania
Complexo L. donovani
Leishmania (Leishmania) donovani Visceral
Leishmania (L.) infantum Visceral
Leishmania (L.) chagasi Visceral
Complexo L. aethiopica
Leishmania (Leishmania) aethiopica Cutanea difusa
Leishmania (L.) garnhami Cutéanea
Complexo L. major
Leishmania (L.) major Cutanea
Complexo L. fropica
Leishmania (L.) tropica Cuténea/Visceral
Complexo L. mexicana
Leishmania (Leishmania) mexicana Cutéanea
Leishmania (L.) amazonensis Cutanea/Mucosa/Visceral
Leishmania (L.) pifanoi Cutanea
Leishmania (L.) venezuelensis Cutanea

Subgénero Viannia
Complexo L. braziliensis

Leishmania (Viannia) braziliensis Cutanea/Mucosa
Leishmania (V.) peruviana Cutanca
Leishmania (V.) colombiensis Cutanea/Visceral
Complexo L. guyanensis
Leishmania (V.) guyanensis Cutanea
Leishmania (V.) panamensis Cutanca
Nio especificados
Leishmania (V.) naiffi Cutanea
Leishmania (V.) shawi Cutanea
Leishmania (V.) lainsoni Cutanea

Adaptado de Lainson; Shaw, 1987; Brasil, 2000, Gontijo et al, 2002

A leishmaniose cutinea, pode apresentar-se nas formas localizada, disseminada
(numerosas lesdes em varias areas do corpo) ou difusa, e caracteriza-se pela presenga de
alcera com bordas elevadas, em moldura com fundo granuloso, com ou sem exsudacdo
sanguinolenta, sendo em geral, indolores. A forma mucosa, ¢ na maioria das vezes,

secundéria as lesdes cutdneas primadrias, surgindo geralmente meses Ou anos apos a
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resolucdo destas. Com freqiiéncia ndo s€ identifica a porta de entrada supondo-se que tais
infecgdes sejam provenientes de infecgdo sub-clinica. Sdo freqiientemente acometidas as
cavidades nasais, seguida da cavidade oral, faringe ¢ laringe. Na forma mucocutinea
verifica-se a presenga de lesdes na pele e mucosas, podendo ser concomitantes, com
acometimento mucoso 2 distancia da lesdo ativa em pele, ou contiguas, com
comprometimento mMucoso que 0corre pot extensdo da lesdo ativa na pele situada proxima
de mucosas (WALTON, 1987). A leishmaniose visceral ou calazar, caracteriza-se por
lesdes em Orgdos internos, cujos sinais clinicos e laboratoriais sdo: febre, perda de peso,
letargia, tosse, diarréia, hepatoesplenomegalia e pancitopenia periférica (REES; KAGER,
1987).

A resposta imune do hospedeiro vertebrado ¢ determinante na evolugdo da infec¢do
por Leishmania, que apesar de ser um parasito intracelular, tem seus antigenos apresentados
preferencialmente através de moléculas do complexo de histocompatibilidade principal
(MHC) de classe 11, contrastando com a utilizagdo do MHC de classe I pela maior parte dos
organismos intracelulares, como 0S virus e o Trypanosoma cruzi (LOCKSLEY; REINER,
1995). Este fato ressalta a importancia de células T CD4+ na resposta imune contra este
parasito, sendo comprovado por Locksley et al (1993), os quais demonstraram que
camundongos deficientes em MHC de classe IT eram incapazes de resistir a infeccdo por L.
major, apesar da presenca de células T CD8+ normais. Em contrapartida, Wang et al
(1993), demonstraram que camundongos depletados para 0 gene da B,-microglobulina que
possucm células CD4+ normais, mas sem células CD8+, sio capazes de curar-s¢ do desafio
com L. major.

As células T CD4+, ou linfécitos T “helper”, possuem um papel determinante na

resposta imune, uma vez que sdo capazes de polarizar esta resposta para imunidade celular
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(resposta Thl) ou humoral (resposta Th2) pela liberacdio de diferente perfil de citocinas. A
ativagdo dos macrofagos pelas citocinas derivadas de células T ¢ muito importante no
controle da infecgdo e progressdo da doenca, uma vez que nestas células a inbigdo do
crescimento ou destruigdo do parasito ¢ mediada pela produgdo de 6xido nitrico, a partir da
enzima 6xido nitrico sintase induzivel (INOS), que € ativada principalmente pelo TFN-y
(GRADONI, 2001).

Em modelos experimentais murinos bem caracterizados, como o da infecgdo por L.
major, foi demonstrado que linhagens resistentes, como os camundongos C57BL/6,
infectados sub-cutaneamente, desenvolvem uma pequena lesao no local, que desaparece em
trés ou quatro semanas, coincidindo com o aparececimento de células Thl, que liberam
[FN-y, linfotoxina ¢ IL-2 (MOSMANN; COFFMAN, 1989). Em contraste, linhagens
susceptiveis, como camundongos BALB/c, desenvolvem lesdes de aumento progressivo no
sitio de inoculagfo, disseminacao de parasitos para 0 bago € morrem entre 12 € 16 semanas.
A resposta imune nestes animais € caracterizada pelo aparecimento de células Th2, que
liberam citocinas como IL-4 e 1L-10 (HEINZEL et al., 1991). Em humanos (RIBEIRO-DE-
JESUS et al., 1998) € cées (PINELLI et al., 1994) estes parasitos podem causar infeccoes
assintomaticas ou sintomaticas, sendo que a resposta imune protetora ¢ também do perfil
Thl.

Os métodos de diagnéstico laboratorial para as leishmanioses podem ser agrupados
em: histopatologicos, pesquisa direta do parasito, sorologicos € moleculares. A analise
histopatolégica consiste no exame microscopico direto, sendo a forma mais simples e
rapida de se fazer o diagnéstico, embora ndo detecte o parasito em todos 0s €asos. O
material utilisado pode ser proveniente de puncao dos linfonodos que drenam a area

afetada, ou da lesdo, escarificagdo das bordas da lesdo ou impressdo por aposi¢do
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(“imprints” cutdneos). As laminas devem ser entdo submetidas a fixagio com metanol e
coloragdo pelo Giemsa, que cora o cinetoplasto em vermelho. Os esfregacos nem sempre
sdo satisfatorios pois, em geral, além da infec¢do secundaria sobre as lesdes, o que
atrapalha a visualizag8o, o parasito localiza-se de forma profunda no tecido. O isolamento
in vivo e in vitro também pode ser utilizado como ferramenta de diagnéstico utilizando
biopsias como material, que deve ser macerado e inoculado em animais de laboratério,
preferencialmente em hamster (Mesocricelus auratus), ou colocado em cultura em meio
liquido, preferencialmente o meio Drosophila de Schneider suplementado com soro fetal
bovino. Para um diagnéstico positivo, observa-se, no primeiro caso, se hé desenvolvimento
de lesdo no animal e, no segundo, se ocorre o crescimento de formas promastigotas no
meio.

Entre os testes sorolégicos, o teste intradérmico ou teste de Montenegro traduz a
resposta de hipersensibilidade celular tardia, sendo eficaz para detecgfio das formas cutinea
e mucosa da doenca, enquanto que na forma visceral aguda, o teste ¢ sempre negativo. Os
métodos para a detecgdo de anticorpos circulantes mais utilizados sdo a imunofluorescéncia
indireta (IFI), os imunoenzimaticos ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) e
immunoblotting, testes rapidos de aglutinacio, de fixa¢do do complemento e aglutinag¢do
direta. Estas técnicas apresentam boa sensibilidade e especificidade, dependendo do
protocolo utilizado, porém, um resultado positivo nem sempre ¢ conclusivo de uma doenca
ativa, da mesma forma que cées infectados podem ser soronegativos.

A reagdio em cadeia da polimerase (PCR) é um método de diagnodstico molecular,
que detecta o parasito através da amplificagio de um segmento do seu DNA. Consiste na
extracdo do DNA contido na amostra, na maioria das vezes em biopsias, € a amplificagéo

especifica de segmentos génicos do parasito direcionada por pares de “primers”
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complementares a0 DNA do mesmo. Este método pode ser utilizado também na
determinacio da espécie envolvida, dependendo dos “primers” utilizados, como no caso do
multiplex PCR, que ¢ um método de ensaio que pode identificar trés complexos de
Leishmania do Novo Mundo (L. braziliensis, L mexicana e L. donovani), tendo como alvo
uma seqiiéncia de subunidades do gene do rRNA, o qual se repete no genoma destes
organismos € gera, como resultado, fragmentos diferentes para cada um dos complexos
(MARFURT et al., 2003). Apesar de apresentar alta sensibilidade e especificidade, ao redor
de 100%, ndo ¢ um método indicado para inquéritos epidemiologicos devido ao seu alto
custo, sendo bastante utilizado como ferramenta de controle no pos-tratamento, ja que a
sorologia positiva pode permanecer durante varios anos apos a resolugio da doenga. A PCR
também tem se mostrado eficiente quando se deseja distinguir portadores assintomaticos
dos nio-infectados (INIESTA et al., 2002).

Vérias espécies de animais servem como reservatorios desses protozodrios, entre
elas estdo roedores e canideos, ¢ algumas espécics de marsupiais e primatas (GRIMALDL;
TESH, 1993). Entre os canideos, que atuam como reservatorio de maior importancia no
Brasil, destacam-se as raposas (Lycalopex vetulus e Cerdocyon thous) no ciclo silvestre €
rural € o cdo doméstico (Canis familiaris) no ciclo urbano e rural (CENTRO DE
VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICA PROF. ALEXANDRE VRANJAC, 2003). Desde
1908, quando foi relatada, pela primeira vez na Tunisia, a presenga de formas
promastigotas em canideos domésticos (NICOLLE; COMTE, 1908), ¢ no Brasil (DEANE;
DEANE, 1955) quando observou-se intenso parasitismo cutdneo em cdes e raposas do
Ceara, o cdo tem sido considerado como reservatério de grande importincia na cadeia
epidemioldgica desta zoonose, devido 4 sua proximidade com o homem. Em estudos

recentes, tem sido proposto, que oS felideos possam ser potenciais reservatorios das
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leishmanioses no Brasil, devido ndo s6 ao aumento do numero de casos da doenga, como
também 2 alta prevaléncia da infecgfo por Leishmania em gatos (Felis catus) de areas
endémicas da doenga (PENNISI, 2002). Em outro estudo, comprovou-se a susceptibilidade
destes animais a infecgdo experimental por L. (Viannia) braziliensis (SIMOES-MATTOS
et al., 2005).

Em estudos epidemiologicos anteriores, para a leishmaniose tegumentar, na regido
do municipio de Uberlandia ¢ Indianépolis, Afonso-Cardoso et al (1989) encontraram
soropositividade para L. braziliensis em 22.52% dos cies. Anos mais tarde, Maywald
(1993) obteve 8,4% de soro-reagentes para 0S cdes do municipio de Uberlandia através do
método de IFI. As leishmanioses caninas sdo patologias graves, caracterizadas pela
evolugdo de sinais cutdneo-viscerais, que ocorrem em MeNos de 50% dos caes infectados
(BARRAHAL et al.., 1996), porém, tanto os animais sintomaticos quanto assintomaticos
sdo infectivos para o vetor (MOLINA et al., 1994).

Ha muitas discussdes quanto a utilizagdo de técnicas sorologicas como forma de
diagnostico das leishmanioses, principalmente no que se refere as medidas de controle da
leishmaniose visceral baseadas na eliminagdo de cées soropositivos da populagdo. Segundo
alguns autores, os testes de I[FIe o ELISA apresentam baixas sensibilidade e especificidade,
acarretando taxas de infecgdes subestimadas e, conseqiientemente, permitindo a
manuteng¢io de animais infectados em areas endémicas (DE PAULA et al., 2003, SILVA et
al., 2005). Também foi demonstrado que a sensibilidade dos testes sorolégicos pode se
modificar de acordo com o curso da infecgdo (QUINNELL et al., 2001). Em contrapartida,
vérios trabalhos relatam sensibilidades satisfatorias quando se utiliza ELISA como teste de
diagnostico. Mettler et al. (2005), estudando cies naturalmente infetados com Leishmania

infantum, mostrou que a utilizagdo do antigeno total de formas promastigotas deste parasito
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foi capaz de detectar 100% dos animais infectados, tanto sintomaticos quanto
assintomaticos, com especificidade de 96% quando se utilizou o anticorpo secundario anti-
IgG total de cfo. Ja o teste de imunofluorescéncia apresentou baixa sensibilidade em cées
assintomaticos, 29,4%, mas alta em cies sintomaticos 90%, porém com 100% de
especificidade.

Rosario et al. (2005), utilizando o teste ELISA para comparar antigenos totais de L.
amazonensis ¢ L. chagasis, obteve 100% e 98% de sensibilidade respectivamente € 100%
de especificidade para ambos antigenos, ndo havendo diferenga significativa nos resultados

quanto a sintomatologia apresentada pelo animal.
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2 - OBJETIVOS

> Padronizar o teste ELISA utilizando preparag¢oes antigénicas de diferentes espécies

de Leishmania, para deteccao de anti-corpos IgG anti-Leishmania em amostras de

soros de cdes.

» Realizar avaliagfo soroepidemiologica das leishmanioses, no municipio de
Uberlandia, em cdes atendidos no Hospital Veterindrio da Universidade Federal de

Uberlandia, Uberlandia, Minas Gerais.

> Identificar o perfil de reconhecimento antigénico de diferentes espécies de

Leishmania por amostras de soro reativas por meio de Immunoblotting.

% Verificar a associagdo entre a sintomatologia clinica apresentada pelo animal e a

reatividade sorologica frente a antigenos de Leishmania.
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3 - MATERIAL E METODOS

3.1 - Obtengio dos parasitos

Os parasitos foram obtidos por meio de cultivo axénico de promastigotas de L.
amazonensis (IFLA/BR/67/PHS), L. braziliensis (isolado da regido) e L. chagasi (UB104)
em meio BHI (Brain Heart Infusion, Oxoid LTD, Basingstoke, Hampshire, UK)
suplementado com 10% de soro bovino fetal (Cultilab, Campinas, BR), 1% de antibiético e
1% de L-glutamina (Gibco BRL-Life Technologies, New York, USA) a 25°C até atingirem

a fase estacionaria.

3.2 - Preparacio dos antigenos

Formas promastigotas de Leishmania amazonensis (L.a.), L. braziliensis (Lb.)eL
chagasi (L.c.) foram colhidas, lavadas por centrifuga¢do em salina balanceada de Hanks
(HBSS), ressuspensos em 1ml de salina tamponada com Tris (TBS a 0,02M, pH 7,2)
contendo 1,6mM de fluoreto fenil-metil-sulfonil (PMSF) e mantidos em banho de gelo por
10 minutos. Em seguida, os parasitos foram submetidos a 3 ciclos de congelamento (N>
liquido)/descongelamento (banho-maria, 37°C) ¢ rompidos por 3 ciclos de sonicagdo a 80
hertz. O lisado foi centrifugado a 20.000 x g por 1 hora a 4°C. O sobrenadante foi colhido,
filtrado em membrana de 0.22um e, a concentragio protéica determinada pelo método de

LOWRY et al. (1951), e armazenado a -20°C até o momento do uso.
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3.3 — Amostras de soros

Amostras de soros (n = 502) foram obtidas de cdes atendidos no Hospital
Veterindrio da Universidade Federal de Uberlandia (HV-UFU), no periodo de julho de
2003 a agosto de 2004. O sangue dos animais foi coletado, centrifugado por 10 min a 1000

x g, o sobrenadante foi coletado e armazenado a -20°C até o momento do uso.

Das 502 amostras de soros coletadss, 183 foram escolhidas aleatoriamente ¢ suas
fichas clinicas analisadas quanto a sintomatologia e alterages nos exames laboratoriais
apresentadas durante a consulta. Esses animais foram agrupados de acordo com a presen¢a
de: hepatopatia (n = 81), lesdes renais (n = 70), lesdes de pele (n = 37), anemia (n = 69),
presenga de ectoparasitas (n = 30), erliquiose negativa, suspeita e confirmada (n =105, n =
48 ¢ n = 16 respectivamente), e idade menores de 2 anos (n = 51), entre 2 e 10 anos(n = 81)

¢ mais de 10 anos (n = 26).

3.4 — Ensaio Imunoenzimatico (ELISA)

Placas de poliestireno (Montegrotto Terme, Padova, Italy), com 96 pogos foram
sensibilizadas separadamente com 50pl/pogo de antigeno de Leishmania (L.a., Lb.eL.c)
em tampio carbonato/bicarbonato 0,06M, pH 9,6. As placas foram incubadas por 18 horas
a 4°C em camara Umida e, em seguida, lavadas com salina tamponada com fosfatos (PBS,
pH 7,2) contendo 0,05% de Tween-20 (PBS-T). As amostras de soro foram adicionadas
(50pl/pogo, em duplicata), Apos incubagdo por 45 minutos a 37°C, as placas foram
novamente lavadas, e o conjugado imunoenzimatico (anticorpo policlonal de coelho anti-

IgG de cdo ligado a peroxidase) diluido em PBS-T foi adicionado (50ul/pogo) e
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posteriormente incubados por 45 minutos a 37°C. Em seguida, as placas foram lavadas
novamente, sendo adicionado o substrato enzimético (peridrol em tampdo citrato de
s6dio/acido citrico, pH 5,0 contendo orto-fenilenodiamina (OPD), 50ul/pogo). Apds o
desenvolvimento da rea¢do cromoégena por 15 minutos, a reagdo foi interrompida com H;

SO, 2N e a leitura em densidade optica efetuada em leitor de microplacas a 492nm.

3.4.1 — Padronizacio

Para a padroniza¢do da reagdo de ELISA, as placas de ELISA foram sensibilizadas
com os antigenos produzidos em diferentes diluigoes, 1:500 ¢ 1:1000, e, em seguida,
utilizadas amostras de soro de céies controle positivos e negativos. Essas amostras foram
utilizadas nas seguintes dilui¢des: 1:100, 1:200 ¢ 1:500. E o conjugado imunoenzimatico,
foi avaliado nas diluicdes 1:2000 ¢ 1:3000. Os reagentes foram diluidos em PBS-T ou PBS-
T contendo 5% de leite em pé desnatado (Molico, Nestle) (PBS-TM), com fung¢do
bloqueadora. As dilui¢des 6timas foram estabelecidas, quando houve melhor discriminagéo,
ou seja, quando a diferenga entre a média dos padrdes reagentes e ndo-reagentes foi maior,

com ou sem a utilizacdo da solugio bloqueadora.

3.4.2 - Aplicagio do teste ELISA

Foram avaliadas 502 amostras de soro de cdes atendidos no Hospital Veterinario da
Universidade Federal de Uberlandia, Uberlandia, Minas Gerais, por teste ELISA. A reagao
foi conduzida como descrito acima e os antigenos de L.a., L.b. e L.c, utilizados para
sensibilizar as placas nas seguintes diluigdes 1:1000, 1:500 ¢ 1:1000, respectivamente, em

tampdo carbonato. As amostras de soros € o conjugado imunoenzimatico, foram diluidos a
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1:200 e 1:3000, respectivamente, €m PBS-T. Os resultados foram expressos por indice
ELISA (IE), calculado pela formula EI = (S - BY/(Cut off ), onde S ¢ a média dos valores da
densidade Optica em cada amostra, B corresponde & média dos valores da densidade optica
do controle sem a adi¢do do anticorpo primario e 0 “cul off” foi calculado como a média
dos valores de densidade optica dos controles negativos acrescida de cinco desvios padrdes,
que consistem na raiz quadrada da variancia desta mesma amostra. Amostras com 1E =

1,000 foram consideradas reativas.

3.5 - Analise eletroforética

Os antigenos foram analisados quanto ao perfil protéico por cletroforese em gel
gradiente de poliacrilamida a 5-20%, contendo dodecil sulfato de sodio (SDS) a 0,1%,
conforme descrito por Laemmli (1970). O peso molecular aparente foi determinado
utilizando como pardmetros proteinas de peso molecular conhecido (IgG de coelho, 150

kDa; albumina, 67 kDa; anidrase carbonica, 30 kDa; € inibidor da tripsina, 20 kDa).

3.6 - Immunoblotting

Apds a separagdo cletroforética, os componentes protéicos de L.
amazonensis foram transferidos para membrana de nitrocelulose, utilizando sistema de
transferéncia umido (Bio-Rad, EUA), de acordo com Towbin et al. (1979). As membranas
de nitrocelulose foram cortadas em tiras longitudinais com 3 a Amm, e colocadas em placas
de immunoblotting contendo solugdo bloqueadora (PBS-Tween a 0,005% contendo leite
em po desnatado [PBS-TM] a 5%) por duas horas a temperatura ambiente, € entfio lavadas

com PBS-TM a 1%. Os soros reativos no teste ELISA, com antigeno de L.a., foram entdo0
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diluidos a 1:200 em PBS-TM a 1%, adicionados as placas, € incubados por 18h a 4°C. Apos
6 ciclos de lavagem com PBS-T por 5 min cada, as tiras foram incubadas com o conjugado
imunoenzimatico (anti-IgG de cao, marcado com peroxidase) na dilui¢io de 1:2000, em
PBS-TM, por 2h a temperatura ambiente. Seguiu-se nova lavagem com PBS-TM a 1% ¢
revelagdo com solugdo cromogena/substrato, contendo 2.5mg de DAB (diaminobenzidina)
em 15ml de PBS e 225ul de peridrol a 30%. A reagdo foi interrompida ap0s Smin, por

sucessivas lavagens com agua destilada.

3.7 — Analise Estatistica

Para a andlise estatistica utilizou-se 0 programa GraphPad (Versio 3.0, San
Diego, California, USA, Foi utilizado o teste ANOVA, ndo
paramétrico, para verificar a diferenga estatistica nos resultados obtidos com a utilizagdo
das diferentes preparagdes antigénicas. E o teste [ de Student para comparar a reatividade
das prepagdes antigénicas duas a duas. Em todos os testes, foi estabelecido p<0,05 como

nivel para a rejeigdo da hip6tese de nulidade.
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4 - RESULTADOS

4.1 — Analise eletroforética

Foram observadas diferengas no perfil eletroforético dos antigenos preparados a
partir das trés espécies de Leishmania utilizadas (Figura 1). Em Leishmania amazonensis
(L.a.) ficou evidente a presenca de componentes de peso molecular aparente de 67 kDa ¢
peptideos na faixa de 25 a 38 kDa (Figura 1, pista 1). Para Leishmania braziliensis (L.b.)
foram mais evidentes peptideos de 25, 42, 49, 57 ¢ 67 kDa (figura 1, pista 2). Ja
Leishmania chagasi (L.c.) apresentou componentes de alto peso molecular aparente,

variando de 98 a 250 kDa, e proteinas de 39 a 60 kDa. Além dessas foi evidente a presenca

de uma proteina de baixo peso (8 kDa) (figura 1, pista 3).

-

150 kDa ——

67 kDa =——

30 kDa =

20 kDa =——

1' L-a- 2' L-b- 3" L-c-

Figura 1 — Anélise do perfil eletroforético dos antigenos obtidos a partir de diferentes espécies de
Leishmania. Pista 1 antigeno de L. amazonensis (L.a.), pista 2 antigeno de L. braziliensis (L.b.) € pista 3

antigeno de L. chagasi (L.c.).
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4.2 — Padronizacio do teste ELISA

Para a padronizagio do ELISA, diluicoes diferentes dos antigenos, soros ¢
do conjugado anti-IgG de cdo foram testadas com soros controles positivos e negativos.
Considerou-se diluigdo 6tima, aquela que melhor diferenciou os soros reagentes dos nao
reagentes. Sendo que para 0s antigenos de L. amazonensis e L. chagasi, a diluigdo 6tima foi

de 1:1000, ¢ para L. braziliensis, 1:500. A diluigdo 6tima do soro e do conjugado foram

1:200 e 1:3000, respetivamente (Dados ndo mostrados).

4.3 — Resultado do teste ELISA

Das 502 amostras analisadas 13,15% apresentaram reatividade com antigeno
de L. amazonensis (L.a.), 7,60% para L. braziliensis (L.b.) e 14,75% para L. chagasi (L.c.).
Houve concordancia de 1,60% na reatividade com os antigenos das trés espécies de
Leishmania (L.a., L.b. € L.c.). A distribui¢do das amostras estd apresentado na Figura 2A.
Os valores minimos, méaximos, a mediana e a média obtidos com a utilizagdo de cada
preparagdo antigénica estdo apresentados na Tabela 2. No entanto, a maioria das amostras

se concentraram entre 0 e 1, como demonstrado na Figura 2 B.
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Tabela 2. Valores de indice ELISA (IE) minimos, maximos, média e mediana, obtidos com a utilizacdo de
cada antigeno de Leishmania, frente aos soros de cles.

Minimo Mediana Miaximo Média
L. amazonensis 0.000 0.2285 6.653 0.4822
L. braziliensis 0.000 0.1990 3.079 0.3126
L. chagasi 0.000 0.2070 11.180  0.5847
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Figura 2 — (A) Valores de indice ELISA (IE) das amostras de soro de cies testados frente a diferentes
artir de L. amazonensis (La), L.braziliensis (Lb) e L. chagasi (Lc). Sdo
m IE maior ou igual a 1. (B) Valores de IE das amostras de soros de

cies, mostrando a areas de concentragdo de 50% dos dados plotados, minimos e maximos frente a ¢

preparagdes antigénicas obtidas a p
consideradas positivas as amostras co

preparagdo antigénica. O trago médio representa a mediana.
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As diferentes preparagdes antigénicas foram avaliadas estatisticamente conforme
sua reatividade frente as amostras de soros, pelo teste niio paramétrico Kruskal-Wallis,
sendo que houve diferenga significante entre elas (P=0,0001). Também foram avaliadas
aos pares, pelo teste de Mann-Whitney, de modo que o antigeno obtido a partir de L.
braziliensis apresentou reatividade significantemente menor quando comparado a L.
amazonensis € L. chagasi, respectivamente p=0,0048 ¢ p=0,0367. Quando comparados, 0

antigenos de L.a. e L.c., ndo apresentaram diferenca significante (p=0,5229) na reatividade

sorologica de cées.

4.4 — Associacio entre os sinais clinicos e a reatividade sorolégica

Pela analise da reatividade sorolégica, agrupada segundo os sinais clinicos € a
idade, observou-se uma reatividade aumentada em cées que apresentavam lesdes renais ¢
hepatopatia para 0s trés antigenos. Com a utilizagdo do antigeno de L. chagasi, observou-se¢
uma maior reatividade em cdes que apresentavam lesdes de pele. Quando agrupados de
acordo com diagnostico positivo para erliquiose, confirmada pela visualizagdo do parasito
no esfregaco sanguineo, houve menor reatividade em relagdo ao valor total, o que foi

observado também para 0 grupo que apresentava sinal de anemia (Figura 3A).

Cses com idade inferior a dois anos apresentaram baixa reatividade sorologica, ¢
quando se observou a curva de reatividade relacionada a idade dos animais, o antigeno de

[ braziliensis apresentou curva crescente de reatividade, diretamente proporcional a idade

dos animais (Figura 3B).
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Figura 3 — Associacdo entre 08 sinais clinicos (A) ou a idade (B) apresentada pelo animal e a porcentagem de
soros reativos frente a antigenos de L. amazonensis (L.a.), L. braziliensis (L.b.) e L. chagasi (L.c.).



4.5 — Immunoblotting

O soro controle positivo mostrou amplo padrdo de reconhecimento de antigenos de
L. amazonensis, principalmente com o peptideo de 67 kDa, e com peptideos acima € abaixo
de 67 kDa (Figura 4A, pista 10 e Figura 4B, pista 1). O soro controle negativo, com indice
Elisa menor que 1, ndio mostrando qualquer reatividade sorologica (Figura 4A, pista 3
Figura 4B, pista 2).

Todas as amostras reativas com L.a. no ELISA foram testadas por immunoblotting €
reconheceram predominantemente o peptideo imunodominante (67 kDa) desta espécie de
Leishmania (Figura 4). No entanto, ¢inco amostras reativas no ELISA nfo apresentaram
reatividade no immunoblotting (Figura 4B, pistas 3 ¢ 5-8). Além da fragdio de 67 kDa, o

soro de nimero 394 mostrou um perfil de reconhecimento semelhante ao padrio positivo

(Figura 4, pista 02).
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Figura 4 — Analise do perfil de reconhecimento antigénico por amostras representativas de soros de cdes com
indice Elisa maior que 1, frente ao antigeno de L. amazonensis. (A) Na pista 10 o controle positivo. soro de
um cio com leishmaniose ativa, e na pista 3, o controle negativo, amostra de soro de ciio com indice Elisa
menor que 1. (B) Pista 1 controle positivo, pista 2 controle negativo.



5 DISCUSSAO

Neste estudo, foi observado por eletroforese um perfil proteico unico para cada
antigeno obtidos a partir de L. amazonensis, L. braziliensis e L. chagasi, concordando com
os resultados obtidos para L. a. e L. ¢. por Kutner et al. (1 991).

A maior reatividade soroldgica observada frente a antigenos de L. amazonensis e L.
chagasi em relagdo a L. braziliensis, pode ser devido a uma maior expressio de moléculas
imunogénicas pelas mesmas. Segundo um modelo hipotético de viruléncia para as varias
espécies de Leishmania, proposto por Chang e McGwire (2002), a maior patogenicidade de
espécies mais virulentas estaria associada a uma maior expressdo quantitativa e/ou
qualitativa de moléculas envolvidas nos processos de invasdo celular e evasio do sistema
imune, e de determinantes patoantigénicos capazes de provocar uma forte imunidade
humoral no hospedeiro vertebrado.

A menor reatividade dos soros de cdes com idade inferior a dois anos sugere que 0
menor tempo de vida possa refletir em uma menor exposi¢iio aos parasitos do género
Leishmania, assim como a outros que poderiam apresentar reatividade cruzada com fracoes
dos antigenos utilizados. Para o antigeno preparado a partir de L. braziliensis, proveniente
de um isolado humano da regiio, uma curva crescente de reatividade em funcdo da idade
foi observada, possivelmente pelo maior risco de exposigdo em funcdo do tempo. Ja para os
antigenos de L. chagasi e L. amazonensis, observou-se maior reatividade em cles com
idades entre 2 e 10 anos, e uma queda da mesma em animais com mais de 10 anos. Supde-

se que isso se deva a presenca de reatividade cruzada entre estes antigenos € outros

parasitas desta sub-populagdo.



A suspeita inicial da existéncia de reatividade cruzada entre antigenos de
Leishmania sp. € Ehrlichia canis, que tem alta prevaléncia na regido, ndo foi sustentada,
devido & baixa reatividade sorologica ante-Leishmania nos animais clinicamente suspeitos
de erliquiose e diminuigdo acentuada no grupo de cdes com doenga confirmada. Varios
autores, pesquisando reatividade cruzada entre estes dois patogenos, mostraram que ha
reatividade cruzada entre as diferentes espécies de Ehrlichia, porém ndo entre Ehrlichia sp.
e Leishmania sp. (BANETH et al., 1998; MANCIANTI et al., 1996; LLERA et al., 2002).
Este fato, possivelmente, também explica a baixa reatividade em animais que apresentavam
sinal de anemia, comumente observada nos cdies positivos para erliquiose. No entanto,
anticorpos contra E. canis podem coexistir com anticorpos contra L. infantum, como
mostrado por Llera et al., (2002), em 4% dos cies analisados.

Nesse trabalho, a observagdo de aumento discreto na reatividade em soros de
animais que apresentavam hepatopatia € lesdes renais, sugere a presenga de infecgdes
subclinicas por protozoarios do género Leishmania ou, entdio, reatividade cruzada com
outros parasitos. Supostamente, esta reatividade cruzada, pode ser atribuida a Babesia
canis, que além de provocar lesdes hepaticas e renais, tem sido descrita como possivel fonte
de reatividade cruzada com Leishmania sp. (MANCIANTI et al, 1996; ROSARIO et al,
2005).

No presente trabalho, o immunoblotting utilizando o antigeno de L. amazonensis
demonstrou o reconhecimento de vérios polipeptideos pelo soro controle positivo e pelo

soro 394, sendo que padréo semelhante foi exibido por soros de cies sintomaticos, com
altos titulos de anticorpos anti-Leishmania (CARRERA et al., 1996; RIERA et al., 1999).
McGwire et al., (2002) demonstraram que 0S soros de animais assintomaticos

reconheceram preferencialmente uma fracdo de aproximadamente 67kDa, provavelmente



correspondente a gp63, uma proteina imunodominante especialmente abundante na
superficie de formas promastigotas (McGWIRE et al, 2002).

Em um estudo envolvendo cées sintomaticos, assintomaticos ¢ tratados, Fernandez-
Pérez et al., (2003), demonstraram por immunoblotting, diferengas no padrdo de
reconhecimento de antigenos de L. infantum por estes grupos de céies. Porém, os cées
sintomaticos mostraram um perfil de reconhecimento bastante amplo, a0 contrario dos cées
assintomaticos que ndo reconheceram nenhum polipeptideo ou apenas algumas fragdes,
sendo que o mais comum foi 0 reconhecimento de uma proteina de peso molecular aparente
de 67kDa, semelhante ao que foi encontrado neste estudo utilizando antigeno de L.
amazonensis. Esta proteina € expressa por varias espécies de Leishmania (BOUVIER et al,,
1987), o que sugere que a maioria dos cdes, no presente estudo, que apresentaram
reatividade frente aos antigenos deste parasito, poderiam ser enquadrados no quadro de
portadores assintomaticos, por exibirem reatividade sorologica anti-Leishmania, um padrao
de reconhecimento antigénico semelhante, e auséncia de sinais clinicos associados as

leishmanioses.
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6 —- CONCLUSOES

= Houve diferengas no perfil antigénico entre as espécies de Leishmania analisadas, o

que pode levar a diferengas na reatividade sorologica frente a estes antigenos.

»  Sinais clinico-patologicos como hepatopatia, lesdes renais ¢ de pele parecem estar

associadas a reatividade sorologica frente a antigenos de Leishmania.

= Grande parte dos ciies sorologicamente reativos poderiam ser classificados como
portadores assintomaticos, por apresentarem perfil de reconhecimento antigénico
semelhante a outros trabalhos e auséncia de sintomas caracteristicos das

leishmanioses.
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