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RESUMO

As leishmanioses 530 um conjunto de doen¢as causadas por parasitos do género Leishmania
cujo diagnostico laboratorial € complexo €, envolve tanto 2 metodologia utilizada quanto a
preparagao antigénica. NO presente trabatho foram avaliadas diferentes preparagoes antigénicas de
uma cepa Leishmania (Viannia) praziliensis isolada da regido do Tridngulo Mineiro-MG, utilizando
soros de pacientes com leishmaniose, por ELISA e Western blot. Observou-se baixa especificidade
e, sensibilidade de 91% e 81% no teste ELISA, dependendo do tipo de preparagao antigénica
utilizada. O Imunoblot mostrou sensibilidade e especificidade de 100% para 0 peptideo de 55 kDa
presente 1O antigeno total de . braziliensis, nas amosiras de pacientes com leishmaniose
tegumentar americana. Esses resultados demonstraram 2 importéancia da utilizagdo de cepas

autoctones causadoras desta enfermidade para s€ utilizar no diagnostico das leishmanioses.
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SUMMARY

Profile of antigenic recognition of Leishmania (Viannia) braziliensis for patients
serum samples with American tegumentary leishmaniasis

Leishmaniasis are a set of illnesses caused by parasites of the genera Leishmania which the
laboratorial diagnosis is complex and involves the use of an adequate methodology and the antigenic
preparation, In the present work it was evaluated different antigenic preparations of a strain of
Leishamnia (Viannia) braziliensis isolated from the region of Tridngulo Mineiro-MG, using serum
samples of patients with leishmaniasis, by ELISA and Western blot. It was observed low titres of
specificity and sensitivity of 91% and 81% in test ELISA, depending on the type of used antigenic
preparation. The Western blot showed sensitivity and specifity of 100% for the peptide of 55 kDa
present in the total antigen of L. braziliensis, in the samples of patients with American cutaneous
leishmaniasis. These results demonstrated the importance of the use of specific strains causers of

this disease in the diagnosis of leishmaniasis.

Key Words: leishmaniasis, antigen, diagnostic, ELISA, Western blot



INTRODUCAO

O género Leishmania ¢ constituido de um grupo de organismos unicelulares que s&o os
agentes etiologicos de varias doengas designadas coletivamente como leishmanioses (MUKHEIJEE,
2002). Sdo parasitos intracelulares obrigatorios que causam um complexo quadro de leishmanioses
em homens e outros animais, variando desde lesdes tegumentares até uma infecgdo visceral grave
(WRIGHT; EL AMIN, 1989). Cada doenga tende a estar associada a uma espécie de Leishmania
(MAALE]J et al., 2003).

A infecgdo se da através da picada de flebotomineos, sendo que o homem e animais
silvestres e domesticados podem funcionar como reservatérios do parasito. (WHO, 2004).

Os agentes causais das leishmanioses humanas sdo protozoarios da ordem Kinetoplastida,
familia Trypanosomatidae e género Leishmania. Este género apresenta apenas duas formas durante
seu ciclo vital: as formas amastigota, quando os parasitos estdo no interior das células dos
hospedeiros vertebrados e promastigota, quando se desenvolvem no tubo digestivo dos hospedeiros
invertebrados (MARZOCHI et al., 1999; REY 1992).

Os membros do complexo Leishmania (Viannia) braziliensis sdo encontrados apenas nas
Américas (Regiio Neotropical), parasitam a pele, mas ndo apresentam tendéncia a invadir as
visceras. As lesdes no homem podem ser simples ou multiplas, com carater expansivo e tendéncia a
produzir metastases, isto ¢, disseminagdo e colonizagdo dos parasitos, em areas distantes do ponto
em que foram inoculados, com produgdo de novas lesdes. Os parasitos ndo costumam ser

abundantes nas ulceragdes, havendo assim uma certa dificuldade no isolamento. Pertencem a este



complexo: Leishmania braziliensis, Leishmania panamensis, Leishmania guyanensis, Leishmania
peruviana (FARZA et al., 1991).

A leishmaniose cutdnea ¢ definida pela presenga de lesdes exclusivamente na pele, que se
iniciam no ponto de inoculagdo das promastigotas infectantes, pela picada do vetor, para qualquer
das espécies de Leishmania causadoras da doenga. A lesdo primaria € geralmente unica, embora
eventualmente multiplas picadas do flebotomineo ou a disseminagdo local possam gerar um numero
elevado de lesdes (MARZOCHI, 1992).

Durante seu ciclo de vida, Leishmania sobrevive e prolifera em ambientes altamente hostis
por meio de mecanismos especiais que permitem enfrentar estas condigGes adversas, incluindo uma
densa superficie celular com glicocalice composto de lipofosfoglicanas (LPG), fosfolipidios glicosil
inositol (GIPLs) e glicoconjugados secretados, proteofosfoglicanas (PPG) e fosfatase acida
secretada (PPG) (NIYOGI-GUHA et al,, 2001).

As lectinas tém sido usadas na purificagdo por afinidade de diferentes glicoconjugados de
Leishmania (GOROCICA et al, 1997). Estas sdo proteinas que reconhecem especificamente
residuos de carboidratos, podendo fazer a distingdo entre amostras patogénicas e ndo patogénicas do
parasita e inclusive distinguir diferentes estados morfologicos do mesmo (ANDRADE; SARAIVA,
1999)

A sorologia tem uma aplicagdo limitada no diagnostico da leishmaniose cutdnea ¢ ndo ¢
usada rotineiramente nos diagnosticos clinicos (VEGA—LOPEZ, 2003). No entanto, varias técnicas
tém sido desenvolvidas para o diagnostico sorolégico das leishmanioses, incluindo ensaios de
imunofluorescéncia (IFA — Immunofluorescence assay), ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent

Assay) e o Western Blot. Sendo que esta Giltima técnica apresenta methores indices de sensibilidade



e especificidade € fornece maiores informagoes sobre o perfil antigénico parasitario. Extratos brutos
de culturas das formas promastigotas das espécies de Leishmania sio usualmente utilizados como
antigenos nos testes imunosorologicos. (GONCALVES et al., 2002).

Altos titulos de anticorpos anti-Leishmania a0 encontrados durante a fase aguda da doenca €
sio detectados por varios testes sorologicos. Especificidade e sensibilidade adequadas podem ser
observadas através de testes ELISA, usando tanto antigenos brutos como purificados (MAALEJ et
al., 2003).

Neste trabalho foram purificados ¢ caracterizados antigenos glicosilados de espécie de
eishmania isolada de paciente proveniente da regido de Uberlandia — MG, usando-se estes nos
testes sorologicos de ELISA e Western blot, avaliando sensibilidade, especificidade € reatividade

cruzada frente a outros anticorpos.



MATERIAL E METODOS

1 Amostras de soros - As amostras de soro foram obtidas do Hospital de Clinicas da
Universidade Federal de Uberlandia — Uberlandia/MG. Foram utilizadas 58 amostras de soros de
pacientes com Leishmaniose tegumentar, 28 com Leishmaniose visceral, 49 com doenga de Chagas,
32 com Malaria, 13 com Tuberculose e 49 de pacientes saudaveis selecionados ao acaso, porém de
regidio endémica para Leishmaniose tegumentar. As amostras foram identificadas através de testes
parasitologicos. Todas as amostras foram aliquotadas e armazenadas a —20°C. A utilizagdo das
amostras de soro humano foi aprovada pelo comité de ética da Iniversidade Federal de Uberlandia
- MG.

7 Cultura de Leishmania - Formas promastigotas de Leishmania isoladas de paciente da
regiio de Uberlandia - MG (Tridngulo Mineiro), caracterizada como Leishmania (Viannia)
braziliensis, foram cultivadas em meio BHI suplementado com 5% de soro fetal bovino, 100 ug/mL
e gentamicina, 1 mM de L-glutamina e 3% de urina humana a 26°C. Ao atingirem a fase
estacionaria, os parasitos foram coletados e processados para a obtengdo do antigeno total de
Leishmania.

3. Preparagdo do antigeno total de Leishmania - Para a obtencdo do antigeno total de
Leishmania foi utilizado o método previamente descrito por Scott et al. (1987). As formas
promastigotas de Leishmania na fase estacionaria, obtidas em cultura foram resuspendidas em
tampdo apropriado, acrescentando-se inibidores de protease (1,6 mM de Fluoreto Fenil-metil-

sulfonil — PMSF e 1mM de Benzamidina). Incubou-se por 10 minutos a suspensdo em banho de



gelo. Os parasitas foram lisados por seis ciclos sucessivos de congelamento em nitrogénio liquido ¢
descongelamento a 37°C em banho-maria, seguido de dois ciclos em ultra-som. O antigeno obtido
foi aliquotado em eppendorfs que foram centrifugados por 1 hora a 14.000 rpm e 4° C. O
sobrenadante foi coletado e congelado a —20° C. A dosagem protéica foi realizada pelo método de
Lowry et al (1951).

4. Cromatografia de afinidade - O antigeno total de Leishmania foi purificado em
cromatografia de afinidade em coluna de Concanavalina-A (Con A) imobilizada em Sepharose. Foi
aplicado 4 mL de do antigeno total de Leishmania na coluna, e incubados por 30 minutos a 4°C. Em
seguida, as proteinas ndo ligantes de Con A foram eluidas com tampdo Con A (10mM Tris-HCI pH
7.4, 0,5M NaCl, ImM CaCl,, 1 mM MnCly) + 0,1% de octyl. O primeiro eluato foi dializado e
concentrado em sistema Amicon com membrana de poro 10 kDa. Todas estas fragdes obtidas foram
monitoradas em espectrofotdmetro a 280 nm. ApOs zerar a absorbancia, as proteinas ligantes de Con
A foram eluidas com tampio Con A 0,1% octyl + 0,2M de Methyl a-D-manopiranosideo,
monitorando-se também por espectrofotdmetro a 280 nm. As fragdes ligantes de Con A foram
concentradas e dializadas em Amicon com membrana 10 kDa. As proteinas ligantes e ndo ligantes
de Con A foram dosadas pelo método de Lowry et al (1951), adicionados a elas inibidores de
protease (Benzamidina e PMSF), aliquotadas e armazenadas a —20°C.

5. Analise eletroforética - Os antigenos de Leishmania obtidos foram analisados quanto ao
perfil protéico por eletroforese em gel de poliacrilamida a 12%, contendo dodecil sulfato de sodio a
0,1%

conforme descrito por Laemmli (1970). A coloragdo utilizada foi o nitrato de prata.
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6. ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) - Neste teste foram usados trés tipos
de antigeno, o antigeno total (ndo purificado), a fragdo ndo ligante de Con A e a fragdo ligante de
Con A, obtidas por cromatografia. Placas para ELISA de poliestireno, 96 pogos, foram
sensibilizadas com 50uL/pogo de antigeno numa concentragdo de 20ug/mL em Tampdo Carbonato
pH 9,6 e, incubadas por 12 horas a 4°C. Em seguida as placas foram lavadas com PBS-T 0,05% por
3 ciclos em lavadora automatica e adicionados 50uL/pogo das amostras de soro diluidas 1/50 em
PBS-T 0,05% + 10% de soro de cabra normal e incubadas por 45 minutos a 37°C. As placas foram
lavadas novamente com PBS-T 0,05% por 6 ciclos. E adicionados 50pL/pogo de conjugado
enzimatico (a-IgG humana produzido em cabra ligado a peroxidase), diluido 1:2000 em PBS-T
0,05% + 10% de soro de cabra normal e incubado por 45 minutos a 37°C. Apos seis ciclos de
lavagem com PBS-T 0,05%, foram adicionados 50uL/pogo de substrato (Smg de OPD — Orto-
fenilenodiamina + 12,5 mL de Tamp&o OPD — Tampdo fostato-acido citrico pH 5,0 + SuL de Hz202)
e incubado por 15 minutos a temperatura ambiente a0 abrigo da luz. A reagdo foi interrompida com
25uL/pogo de HaSO4 2N e a leitura da absorbancia realizada em leitora de microplaca a 492nm.

7 Western blot - ApOs a separagdo eletroforética, os componentes protéicos foram
transferidos para membrana de nitrocelulose, utilizando sistema de transferénecia semi-Gmido de
acordo com Towbin et al. (1979). O antigeno utilizado foi o antigeno bruto. Foi preparado um
“sandwich” com trés folhas de papel de filtro, membrana de nitrocelulose, gel de poliacrilamida
contendo as fragdes antigénicas e mais trés folhas de papel de filtro, todos umedecidos em tampao
de constitui¢do; foram colocados em uma cuba de transferéncia para aplicagdo de uma corrente. As

membranas de nitrocelulose foram cortadas em tiras e bloqueadas por 1 hora & temperatura ambiente



RESULTADOS E DISCUSSAO

Cromatografia - O antigeno total e suas respectivas fragdes ligantes ¢ nao ligantes obtidos de
isolado L. braziliensis por cromatografia de afinidade de Con A esta representado na Figura 1. O
rendimento protéico foi de 655 ug/mL para a fragdo nao ligante e 690 ug/mL para a fragdo ligante

de Con A. Observou-se um tnico pico apos a eluigdo com agucar especifico (Fig. 1, pico B)
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Figura 1- Anélise cromatografica do antigeno L. braziliensis em coluna de afinidade de Con A. As
fragdes ndo ligantes estdo representadas pela letra A e as fragGes ligantes representadas pela letra B.
A seta indica a adigdo de 0,2M de Metil a-D-Manopiranosideo em tampdo Con A na coluna.

Este trabalho confirma o que j4 tinha sido afirmado por Jaffe; McMahon-Pratt (1988), que
varios tipos de Leishmania sao fortemente aglutinados por Con A, que provém de grupos lectinicos

ligantes de D-manose/D-glucose. Sendo assim, configura um excelente material para ser usado na
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cromatografia de afinidade para fracionamento de antigenos de Leishmania.

Anilise por Western blot - Através da analise sorolégica por Western blot foi identificado o
reconhecimento de uma banda em torno de 55 kDa do antigeno total de L. braziliensis por todos 0s
soros de pacientes com LTA (Fig. 2, pistas 1-10). Por outro lado, ndo houve reconhecimento desta
banda com soros de pacientes com DC, LV, TB M ¢ voluntarios saudaveis N. Foi observada
também reatividade inespecifica a outras bandas em soros de pacientes com outras enfermidades e

voluntarios saudaveis (Fig. 2, pistas 11-24).
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Figura 2 - Reatividade por Western blot utilizando antigeno de L. braziliensis preparado em tampao
Con A contra soros de pacientes com LTA (pistas 1-10), com TB (pista 11), com M (pistas 12-13),
com DC (pistas 14-17), com LV (pistas 18-21) e voluntarios saudaveis (pistas 22-24). P — controle
positivo e N — controle negativo. Padrdo de peso molecular & esquerda. Seta indica banda de 55 kDa.
Essas amostras sdo representativas do total analisado.

O teste soroldgico Western blot pode fornecer informagdes detalhadas sobre a estrutura

antigénica do parasita, o que € muito importante na padronizag&o dos procedimentos mais sensiveis



e especificos. As fragdes protéicas reconhecidas pelas amostras de soro variam com as diferentes
amostras de parasitas ¢ os diferentes individuos reconhecem diferentes fragSes protéicas do mesmo
parasita. Isso pode ser explicado em parte pela complexidade da constituigdo antigénica de cada
parasita e pelo perfil genético de cada individuo, que juntos influenciam a resposta imune
(GONCALVES et al., 2002). Neste estudo, foi reconhecida uma banda de 55 kDa para todos os
individuos portadores de LTA, ja no trabalho de Gongalves e seus colegas (2002), foram
reconhecidas bandas de 42, 58, 63, 30, 38 e 72 kDa. Nesse trabalho também foi observada
reatividade cruzada com soros de pacientes portadores de doenga de Chagas com uma taxa de
30,43% com as bandas de 63 € 58 kDa, o que ndo foi observado neste trabalho. Por outro lado, nos
estudos de Aisa et al. (1998) foi constatado que o Western blot é capaz de diferenciar fases
primarias da doenga em cdes que sdo diagnosticados como negativos ou tiveram baixos titulos de
anticorpos detectados em outras técnicas como o ELISA.

Uma das dificuldades no imunodiagnostico de infecgdes por Leishmania € a reatividade
cruzada com antigenos da mesma familia ou com antigenos de organismos distantes
filogeneticamente como Mycobacterium. Neste sentido, € um aspecto relevante em regides que a
leishmaniose coexiste com estas infeccdes. Quando ndo for possivel a distingdo entre, leishmaniose
tegumentar, leishmaniose visceral e doenga de Chagas pelo Western blot, pode-se identificar alguns
antigenos reconhecidos somente por soros de pacientes com doenga de Chagas ou leishmaniose

visceral como diagnostico diferencial em conjunto com outros elementos (BRITO et al., 2000).

Anilise por ELISA - Em relagdo aos pacientes com leishmaniose tegumentar americana, fol

observada maior reatividade da fragdo ligante de Con A em relagdo a fragdo néo ligante de Con A



(Fig. 3 B e C, p <0,001). Quanto aos soros de pacientes saudaveis, observou-se maior reatividade
do preparado antigénico da fragao ligante Con A, em relagdo ao antigeno total e a fragdo ndo ligante
de Con A (Fig. 3 A, B e C, p<0,001).

Quanto aos soros de pacientes corm doenca de Chagas e leishmaniose visceral, ndo foi
observada nenhuma diferenca significativa de reatividade (p>0,05) entre os preparados antigénicos
obtidos a partir das fragdes ligantes e nao ligantes de Con A e do antigeno total, havendo alta
reatividade dos soros frente aos antigenos.

Houve maior reatividade dos soros de pacientes com tuberculose e malaria frente ao
preparado antigénico da fragdo ligante de Con A (p<0,01), em relagdo ao preparado antigénico da

fragdo ndo ligante de Con A e do antigeno total.
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Figura 3 — Analise dos antigenos de L. braziliensis pelo teste ELISA. (A) Antigeno total em tampao
Con A, (B) Fragio ndo ligante de Con A, (C) Fragio ligante de Con A. Foram usadas 49 amostras de
soro de pacientes saudaveis (N), 58 amostras leishmaniose tegumentar americana (LTA), 28
amostras leishmaniose visceral (LV), 32 amostras maldria (M), 13 amostras tuberculose (TB) e 49
amostras doenca de Chagas (DC). As linhas pontithadas representam os valores de corte, ¢ as linhas
continuas sdo as medianas de cada teste.
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Tem-se notado uma certa dificuldade em definir uma Unica espécie de Leishmania com uma
simples forma clinica da doenca, ja que vérias espécies podem estar associadas com mais de uma
forma clinica da doenga. Além de que muitos antigenos apresentam ampla reatividade cruzada entre
diferentes espécies de Leishmania (FERREIRA et al., 2003). Deste modo, deve-se ressaltar a
importancia da cromatografia de afinidade na elaboragéo de antigenos. Um estudo feito na India a
partir de amostra de L. donovani isolada em Con A resultou em apenas um antigeno no eluato, sendo
demonstrado, que este pode ser usado, em baixas concentragdes na distingdo de soros de pacientes
com leishmaniose visceral de outros soros, ndo havendo reatividade cruzada com outras doengas
prevalentes no pais (BHATTACHARYA; BANERJEE; GHOSH, 1992).

E importante lembrar que varios fatores interferem na obtengdo dos antigenos resultando em
antigenos mais ou menos reativos, como a idade da cultura de promastigotas, 0 modo de obtengdo
dos antigenos e valores de pH (ANDRADE; SARAIVA, 1999). O fato de ter sido utilizado uma
cepa de L. braziliensis, isolada da regido nos preparados antigénicos colaborou para a obtengdo de
uma boa sensibilidade do teste, ja que Passos et al (1999) demonstraram que /. (V.) braziliensis éa

espécie predominante causadora de LTA em Minas Gerais.

Avaliacio dos parimetros do teste ELISA - Os parametros sensibilidade, especificidade, valor
preditivo positivo e valor preditivo negativo para a avaliagdo do teste ELISA estdo apresentados na
Tabela 1, na qual o antigeno ligante de Con A, apresentou menor sensibilidade (81%) comparado
aos demais antigenos (91%, p<0,05). Por outro lado, todos os antigenos apresentaram baixa

especificidade, devido provavelmente a origem das amostras de soros, refletindo assim em baixos



valores preditivos positivos e altos valores preditivos negativos para 0s antigenos total (A) e ndo

ligante de Con A (B) (Tabela 1).

Tabela 1 - ParAmetros de avaliaciio do teste ELISA para os antigenos de L. braziliensis

Parametros Antigenos do isolado L.braziliensis™
A B C
Sensibilidade 91% 91% 81%
Especificidade 57% 53% 58%
Valor Preditivo Positivo 42% 40% 39%
Valor Preditivo Negativo 95% 95% 54%

*A — Antigeno total preparado em tampdo Con A, B — Fragdo ndo ligante de Con A, C — Fragao
ligante de Con A (enriquecida de manose).

Muitos antigenos tém sido propostos para utilizagdo no diagnostico das leishmanioses,
porém nenhum deles descarta a reatividade cruzada com outras enfermidades, principalmente
aquelas causadas por tripanossomatideos. Neste contexto, Carmelo et al., (2002) demonstraram que
antigeno recombinante de L. braziliensis foi reconhecido tanto por soros de pacientes com
leishmaniose tegumentar quanto por pacientes com doenga de Chagas, evidenciando a dificuldade
de se obter antigenos para o diagnostico especifico das leishmanioses em areas endémicas.

Em suma, os dados obtidos pelo teste ELISA apresentaram baixa especificidade, em fungdo
de as amostras de soros analisadas terem sido obtidas de regido endémica. No entanto, com alta

sensibilidade, devido a utilizagdo de uma cepa de Leishmania causadora da doenga nessa area. Além



disso, 0 Western blot demonstrou especificidade e sensibilidade de 100% para o antigeno de 55 kDa,
demonstrando a presenga de determinantes antigénicos especificos na cepa utilizada nos
experimentos.

Entre os trés preparados antigénicos utilizados, pode-se considerar que o antigeno bruto € um
bom padrio para o diagndstico sorologico de leishmaniose na regido, sendo que o Western Blot
pode ser usado como teste confirmatorio, apresentando uma banda especifica. A obtengao de
antigenos adequados para o diagnostico sorologico é de grande relevancia, sendo especialmente
importante a padronizagdo destes atraves de kits adequados para o diagnostico nas diferentes regioes

endémicas.
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com salina tamponada com Tris contendo Tween 20 a 0,05% , adicionada de leite desnatado a 5%.
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contendo diaminobenzidina e peridrol. A reagdo foi interrompida apds o aparecimento de bandas por
lavagens sucessivas em agua corrente. Em seguida, as tiras foram secas em papel de filtro e
fotografadas.

8. Cilculo dos parimetros do teste ELISA - Os parametros sensibilidade, especificidade e
valores preditivos positivo e negativo do teste ELISA foram calculados como a seguir. Para
estabelecer valores positivos e negativos de reatividade utilizou-se valores de corte (VC) obtidos
para cada antigeno “VC = média das absorbancias das amostras de soros de voluntarios saudaveis
mais duas vezes o desvio padrio”. A sensibilidade foi calculada como a seguir: numero de amostras
LTA positivas sobre o numero de amostras LTA x 100. A especificidade foi calculada como:
somatoria das amostras LV, TB, M, N e DC negativas sobre a somatoria anterior mais a somatoria
de amostras LV, TB, M, N e DC positivas x 100. O valor preditivo positivo foi calculado como
numero de amostras LTA positivas sobre a somatéria de amostras LTA, DC, N, M, LV ¢ TB
positivas x 100. O valor preditivo negativo foi calculado como: a somatoria de amostras DC, N, M,
LV e TB negativas, sobre a somatoria de amostras LTA, DC, N, M, LV e TB negativas x 100.

9. Analise estatistica - A andlise estatistica foi realizada utilizando-se o programa Graph
Pad Prism, versio 4 para Windows. Para a comparagdo entre as medianas de reatividade dos soros

contra os diferentes antigenos utilizou-se o teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis. Para comparar o0s



valores dos parimetros de sensibilidade, especificidade e valores preditivos positivo e negativo foi
empregado o teste de comparagdo entre proporgdes (diferenca entre dois percentuais). Valores de p

< 0,05 foram considerados estatisticamente significantes.



