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Ribeiro, F. C. Avaliacdo das Técnicas de ELISA e “Immunoblotting” (IgG e subclasses
especificas) no diagnostico da infeccdo por Leishmania (Viannia) braziliensis e
Leishmania (Leishmania) chagasi em cies. Rio de Janeiro, 2009 73 f. Tese [Doutorado
em Pesquisa Clinica em Doengas Infecciosas] Instituto de Pesquisa Clinica Evandro
Chagas.

RESUMO

As leishmanioses sdo enfermidades infecciosas de importincia em Saude Publica. A
identificacdo e retirada de cdes infectados ¢ uma medida de controle controversa. A reagao
de imunofluorescéncia, utilizada na rotina de diagnostico, apresenta limitagdes quanto a
sensibilidade e especificidade. Tais limitagdes podem implicar na manutencdo de animais
infectados nas areas endémicas ou na indicagdo de ecutandsias desnecessarias. Por
apresentarem elevadas sensibilidade e especificidade, as técnicas de ELISA e
“immunoblotting” deveriam ser melhor avaliadas. A utilizagdo de antigeno homologo e a
detec¢do de subclasses de IgG tém sido relatadas como alternativas para a obtenc¢do de
melhores resultados no diagnostico sorologico. Este estudo teve como objetivo avaliar os
pardmetros de acurdcia de ELISA IgG e subclasses em soros de caes infectados por
Leishmania (Viannia) braziliensis e Leishmania (Leishmania) chagasi (sintomadticos e
assintomaticos) e identificar e caracterizar, por “immunoblotting”, bandas de L. (V.)
braziliensis e de L. (L.) chagasimais freqlientemente reconhecidas por IgG e subclasses
nesses soros. Foram estudadas 162 amostras de soro, sendo 34 de cdes com leishmaniose
tegumentar americana (LTA), 37 com leishmaniose visceral americana (LVA)
(sintomaticos e assintomaticos), 4 com infec¢do mista (Leishmania (Viannia) braziliensis ¢
Leishmania (Leishmania) chagasi) e 87 amostras de soros controle de caes residentes fora
de area endémica de leishmanioses, sendo 17 caes saudaveis e 70 com doengas que
necessitam diagnostico diferencial com LTA (esporotricose 35) ou com LVA (ehrlichiose
35). As médias de densidade otica (D.O.) obtidas para detec¢do de IgG nos soros de cdes
com LTA ou com LVA foram estatisticamente mais elevadas com os respectivos antigenos
homoélogos, havendo um equilibrio da resposta humoral nos animais com infec¢cdo mista.
Entretanto, a técnica ndo permitiu discriminar entre um caso individual de LTA e de LVA.
A média de D.O. nos caes com LVA sintomadticos foi mais elevada que nos assintomaticos.
IgGl ndo revelou resultados promissores, com baixas médias de D.O. e reduzido
reconhecimento antigénico nos caes infectados por Leishmania sp., independente da
presenca de sinais clinicos. As freqliéncias de deteccdao de IgG e IgG2, tanto por ELISA
quanto por “immunoblotting” foram semelhantes. Nao foi observada reatividade cruzada
com L. (L.) chagasi no “immunoblotting”. Esses resultados sugerem que a utilizacdo de
antigenos homologos para a detec¢@o de IgG por ELISA elevaram a acuracia do teste e que
em areas com sobreposicdo de transmissdo de L. (V.) braziliensis e de L. (L.) chagasi, seria
indicado empregar o ELISA com ambos os antigenos. Além disso, o emprego do antigeno
de L. (L.) chagasi elevou a especificidade dos testes de ELISA e de “immunoblotting”,
permitindo a discriminagdo entre casos de leishmaniose e controles.

Palavras-chave: 1. Leishmaniose Tegumentar Americana, 2. Leishmaniose Visceral
Americana, 3. IgG subclasses, 4. Diagndstico, 5. “Immunoblotting”, 6.Cao.



Ribeiro, F. C. Evaluation of ELISA and immunoblotting (specific IgG and IgG
subclasses) in the diagnosis of infection by Leishmania (Viannia) braziliensis and
Leishmania (Leishmania) chagasi in dogs. Rio de Janeiro, 2009 73 f. Tese [Doutorado em
Pesquisa Clinica em Doengas Infecciosas] Instituto de Pesquisa Clinica Evandro Chagas.

ABSTRACT

Leishmaniasis is a disease of public health importance. The identification and culling of
infected dogs is a controversial control measure. Immunofluorescence used for the routine
diagnosis of leishmaniasis presents limited sensitivity and specificity. These limitations
may imply the persistence of infected animals in endemic areas or the indication of
unnecessary euthanasia. In view of their high sensitivity and specificity, ELISA and
immunoblotting are techniques that should be better investigated. The use of homologous
antigen and the detection of IgG subclasses have been reported as alternatives to improve
the serological diagnosis. The objective of this study was to evaluate accuracy parameters
of IgG and IgG subclass ELISA using sera of dogs infected with Leishmania (Viannia)
braziliensis and Leishmania (Leishmania) chagasi (symptomatic and asymptomatic), and
to identify and characterize by immunoblotting the L. (V.) braziliensis and L. (L.) chagasi
bands most frequently recognized by IgG and IgG subclasses in these sera. A total of 162
serum samples were analyzed, with 34 from dogs with American cutaneous leishmaniasis
(ACL), 37 with American visceral leishmaniasis (AVL) (symptomatic and asymptomatic),
4 with mixed infection (ACL and AVL), and 87 control samples obtained from dogs living
outside a leishmaniasis-endemic area, including 17 healthy animals and 70 with diseases
that require a differential diagnosis with ACL (sporotrichosis, n=35) or AVL (ehrlichiosis,
n=35). Using the respective homologous antigens, mean optical densities for the detection
of IgG in sera of dogs with ACL and AVL were significantly higher, with the observation
of a balance in the humoral response in animals with mixed infection. However, the
technique did not permit to discriminate between an individual case of ACL and AVL.
Mean optical density was higher in symptomatic dogs with AVL compared to
asymptomatic animals. IgGl did not show promising results, with low mean optical
densities and reduced antigen recognition in animals infected with Leishmania sp.,
irrespective of the presence of clinical signs. ELISA and immunoblotting presented similar
frequencies of detection of IgG and IgG2. No cross-reaction with L. (L.) chagasi was
observed upon immunoblotting. These results suggest that the use of homologous antigens
for the detection of IgG by ELISA increases the accuracy of the test, and that the use of
ELISA with both antigens is indicated in areas with overlapping transmission of L. (V.)
braziliensis and L. (L.) chagasi. In addition, the use of L. (L.) chagasiantigen increased the
specificity of ELISA and immunoblotting, permitting the discrimination between
leishmaniasis cases and controls.

Keywords: l.American  tegumentary  leishmaniasis; 2.American  visceral
| leishmaniasisATE; 3.Subclass IgG; 4.Diagnosis; 5.“Immunoblotting”; 6. degsdog.
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1. INTRODUCAO

1.1.Aspectos gerais das leishmanioses:

As leishmanioses sdo doencas infecciosas provocadas por protozoarios do género
Leishmania, que apresentam ampla distribuicdo mundial, estando presentes em paises das
Américas, Asia, Africa, Oriente Médio e Europa, especialmente nas proximidades do
mediterraneo (KLAUS; FRANKENBURG, 1999, CALDAS et al. 2001). Afetam
principalmente o ser humano e o cdo e se apresentam como duas doencas distintas: a
leishmaniose visceral, conhecida por calazar e a leishmaniose tegumentar (cutanea e
mucocutanea). No Velho Mundo a leishmaniose visceral ¢ causada principalmente por
Leishmania (Leishmania) infantum e a leishmaniose tegumentar, também conhecida como
ulcera de Delhi, por Leishmania (Leishmania) major e Leishmania (Leishmania) tropica
(KLAUS; FRANKENBURG, 1999). No novo Mundo, especialmente no Brasil, a
leishmanisose visceral americana (LVA) ¢ causada por Leishmania (Leishmania) chagasi
(sin. L. (L.) infantum), e a leishmaniose tegumentar americana (LTA) ¢é causada por
diferentes espécies, sendo as mais importantes Leishmania (Viannia) braziliensis,
Leishmania (Viannia) guyanensis e Leishmania (Leishmania) amazonensis (MINISTERIO
DA SAUDE, 2007). Nas Américas, a transmissdo ocorre através da picada de
flebotomineos do género Lutzomyia, ocasido em que Leishmania sp. invade macréfagos
presentes nos locais. A LVA e a LTA vém incidindo em areas urbanas e peri-urbanas de
varias cidades brasileiras, onde a pobreza, o saneamento precdrio e a desnutri¢do sdo
comuns. Nos grandes centros urbanos os principais fatores responsaveis pelo aumento da
incidéncia sdo o desflorestamento, a migragdo e a urbanizacdo (MARZOCHI et al. 1994,
MARZOCHI; MARZOCHI, 1994, MINISTERIO DA SAUDE, 2007).

1.2- Leishmaniose tegumentar americana (LTA) - Leishmania (Viannia)
braziliensis

Originalmente descrita como uma zoonose de animais silvestres, associada
secundariamente a ocupacdo de encostas e a aglomeracdo das areas semi-urbanizadas na
periferia dos centros urbanos (FALQUETO et al. 2003, MINISTERIO DA SAUDE, 2007),
¢ distribuida em todas as regides brasileiras, apresentando-se com um maior nimero de
casos na Regido Norte e menor na Regido Sul. No Estado do Rio de Janeiro, existem relatos
de transmissdo da doenca desde o inicio do século XX (ARAGAO, 1922; NERY-
GUIMARAES, 1955 apud DE SOUZA et al. 2003) e a Lutzmyia intermedia é considerada
o principal vetor (GONCALVES et al. 2002, MINISTERIO DA SAUDE, 2007).
Atualmente, a maior incidéncia de LTA ¢ observada nos municipios do litoral sul
(BARBOSA et al. 1999), onde se verifica a sobreposi¢ao de areas de transmissdo de LTA e
de LVA.

Na regido sudeste, a LTA tem como principal agente etiologico L. (V.) braziliensis,
espécie dermatotropica que pode infectar cdes de forma assintomdtica ou evoluir para
doenca. E caracterizada pela presenga de alopecia, hiperplasia de nodulos linfaticos e,
principalmente, por lesdo granulomatosa, cronica, unica, ulcerada, com bordas elevadas em
moldura, localizadas frequentemente em jungdes mucocutaneas e em areas desprovidas de



pélo (PADILLA et al. 2002, MINISTERIO DA SAUDE, 2007). As formas cutdneas devem
ser diferenciadas das ulceras traumaticas, piodermites, neoplasias, tuberculose cutaneas e,
principalmente, da esporotricose, a qual, além de apresentar quadro clinico similar ao da
LTA, também vém ocorrendo de forma endémica no Estado do Rio de Janeiro
(SCHUBACH et al. 2006, DOS SANTOS et al. 2007). A esporotricose ¢ causada pelo
fungo Sporothrix schenckii, que apesar de apresentar semelhangas clinicas e
epidemiolégicas com a LTA, ¢é caracterizada por boa resposta terapéutica e bom
prognostico.

Caes sao altamente suscetiveis a L. (V.) braziliensis. Nas areas endémicas ¢
relativamente comum a presenga de cdes infectados (Falqueto et al., 1986; Marzochi &
Marzochi, 1994). Em ambientes domiciliares na Regido Sudeste, FALQUETO et al. (1986)
observaram uma nitida relacdo entre a presenca de caes infectados e o surgimento de novos
casos humanos da doenca. BARBOSA et al. (1999) observaram uma soro-positividade
canina para LTA nas areas estudadas, sugerindo a existéncia de infec¢do ativa, apoiando a
hipotese do cdo doméstico como possivel reservatdorio da LTA. Segundo SILVA et al.
(2001b) o cao ¢ um importante reservatdrio do parasita e animais silvestres t€ém importancia
secundaria na manutencdo da endemia. PADILLA et al. (2002) sugerem que cies podem
ndo ser os principais reservatorios, mas hospedeiros altamente suscetiveis, que
possivelmente adquirem a infeccdo de humanos ou de reservatdrios silvestres, servindo
como indicadores da ocorréncia de LTA humana nas casas.

Estudos prévios de REITHINGUER; DAVIES (1999) verificaram a existéncia de
poucas evidéncias da atuagdo do cdo como reservatorio de transmissdo doméstica de LTA,
mas que sua presenca no domicilio seja um fator de risco. Entretanto, REITHINGER et al.
(2003) consideraram o cdo um importante reservatoério de LTA, pois verificaram que
quando infectado, pode ser potencialmente infeccioso para o vetor, apresentando
importante papel na manutengdo da transmissdo da doenca. De acordo com o
MINISTERIO DA SAUDE (2007), apesar de existirem numerosos registros de infecgdo em
animais domésticos, ndo ha evidéncias que comprovem o papel destes animais como
reservatorios de L. (V.) braziliensis. Por isso, ndo sdo recomendadas medidas de controle de
animais domésticos com LTA, sendo a eutandsia indicada apenas quando a doenga
conduzir o animal ao sofrimento.

1.3- Leishmaniose Visceral Americana (LVA) - Leishmania (L.) chagasi

De acordo com o MINISTERIO DA SAUDE (2006), a LVA ocorre em
praticamente todas as regides brasileiras, sendo o Nordeste a 4rea mais acometida. A
ocorréncia na Regido Sul do Brasil foi atualmente identificada, através de um estudo na
Cidade de Sdo Borja/RS que identificou 7 casos de cdes com LVA autdctones. Em dois
destes animais houve isolamento e caracterizagio de L. (L.) chagasi’. A No municipio do
Rio de janeiro, a LVA surgiu no final da década de 70, nas areas periurbanas da zona norte
da cidade, especialmente na encosta do maci¢o da Pedra Branca (MARZOCHI et al. 1985).
A transmissdo realizada por Lutzomyia longipalpis, vetor que infesta facilmente areas
domiciliares e peridomiciliares, principalmente devido a sua adaptacdo a elevadas
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temperaturas e a baixa umidade relativa (MARZOCHI et al. 1994, SILVA et al, 2001a).
Apesar do predominio de Lutzomyia longipalpis em altitudes acima de 100m e de
Lutzomyia intermedia abaixo de 100m (MARZOCHI et al. 1994), tanto a LVA quanto a
LTA, podem ocorrer simultaneamente em um mesmo foco (GRIMALDI et al. 1989;
MADEIRA et al. 2006a; MINISTERIO DA SAUDE, 2006, 2007).

A Leishmaniose Visceral, também conhecida como Calazar, se apresenta como um
crescente problema de saude publica, pois frequentemente ¢ fatal em humanos, quando nao
tratados. No continente americano, a doenca tem como agente etiologico L. (L.) chagasi,
parasita viscerotropico, intracelular de monoécitos e macrofagos de orgaos linfoides. A
leishmaniose visceral canina ¢ de evolugdo lenta e clinicamente pode apresentar
comprometimento sistémico, caquexia, anemia, hepatoesplenomeglia e alteracdes
dermatoldgicas, além de onicogrifose, conjutivite, queratoconjutivite ou mesmo
permanecer sem alteragdo clinica (MARZOCHI et al. 1985, FRASER et al. 1991,
SCHALLING et al. 2002, ALMEIDA et. al. 2005). Histologicamente caracteriza-se pela
abundancia de macrofagos repletos de formas amastigotas em vdarios sistemas do
organismo. O diagndstico diferencial inclui ehrlichiose, linfossarcoma, mieloma, seborréia,
pénfigo e infecgdes flngicas sist€émicas e ainda outras moléstias causadoras de proliferacao
do reticuloendotélio (JONES et al. 2000).

Em ambientes urbanos, o principal reservatorio de LVA ¢ o cdo (Canis familiaris) e
a infeccdo neste foi evidenciada pela primeira vez no Brasil por PEDROSO, 1913 apud
BARBOSA et al. (1999). O parasitismo da pele sa e de visceras pode ser intenso desde o
inicio da infeccdo, fato que pode ser relevante na epidemiologia do Calazar (MARZOCHI
etal. 1985, DEPLAZES et al. 1995, BARBOSA et al. 1999).

No Brasil os programas epidemiologicos e profilaticos da LVA envolvem o
tratamento de casos humanos, o controle do inseto vetor e a remog¢do do cdo infectado
soropositivo, a qual ¢ realizada desde o inicio da década de 60 em varios estados da
federacdo (PALATINIK-DE-SOUSA et al. 2001). De acordo com PARANHOS-SILVA et
al. (1996) e FALQUETO et al. (2003), o controle dos reservatorios (eutanasia de caes),
juntamente com a deteccdo e tratamento de casos humanos, e controle do vetor com
inseticida, reduziu a infeccdo humana e a morbidade drasticamente. Entretanto, existem
muitas controvérsias a respeito da utilizacdo do método de imunofluorescéncia indireta
como critério de eliminacdo de cdes, pois este apresenta reduzida sensibilidade e
especificidade, muitas vezes incapaz de identificar cdes recentemente infectados,
frequentemente assintomaticos, acarretando na manutencdo desses animais na area (DE
PAULA et al. 2003). SAVANI et al. (2003) verificaram que apenas a sorologia ndo ¢
suficiente para concluir o diagnodstico, devendo estar associada aos dados clinicos,
epidemioldgicos e parasitologicos. Um outro problema ¢ a existéncia de um longo intervalo
entre o sorodiagnostico e a retirada do animal da é4rea, fato que reduz a eficiéncia do
controle (BRAGA et al. 1998). Alguns autores sugerem que, para se obter uma reducao
significativa na transmissdo da doenca e um controle efetivo, seriam requeridos uma alta
proporcao de caes retirados por ano, a utilizacdo de um teste diagnostico altamente sensivel
e uma rapida retirada dos cdes (DYE, 1996, COURTNAY et al. 2002).

Um importante diagndstico diferencial de LVA ¢ a ehrlichiose canina, uma doenga
causada pela rickettsia Ehrlichia canis, a qual parasita inicialmente vactuolos de mondcitos
e granuldcitos (RIKIHISIA, 1991, WOODY; HOSKINS, 1991), causando uma infec¢do
sistémica, potencialmente fatal. Esta enfermidade ¢é caracterizada por anormalidades
clinicas e hematologicas, similares as observadas em LVA, incluindo febre,



linfoadenopatia, anorexia, letargia e trombocitopenia (MCDADE, 1990, MANZILLO et al.
2006, MOREIRA et al. 2003). Ehrlichia canis apresenta uma vasta distribui¢do geografica
e ocorre principalmente nas areas tropicais e subtropicais. No Rio de Janeiro, a ehrlichiose
¢ uma das causas mais comuns de atendimentos dos clinicos veterindrios, principalmente
por ter como vetor o carrapato, apresentando uma prevaléncia média de 26,8% em caes
trombocitopénicos (MACIEIRA et al. 2005). Mesmo com as similaridades clinicas e
epidemioldgicas a LVA, ndo hé indicagdo de eutanasia para caes infectados com Ehrlichia
canis como medida de controle para a satide publica. Assim, os testes utilizados para o
diagnostico de LVA devem ser capazes de diferenciar as duas infec¢des (SANCHEZ
VISCONTI; TESOURO DIEZ, 2001).

1.4- Diagnostico das Leishmanioses

O diagnostico definitivo de leishmaniose requer a demonstragdo do parasita, seja
por histopatologia, "imprint" ou pela cultura de amostras teciduais. Estes métodos
comprovam a presen¢a do parasita, mas apresentam sensibilidade variavel e por vezes, a
necessidade de procedimentos invasivos para obtengdo das amostras. Métodos moleculares
como a reagdo em cadeia da polimerase (PCR) t€m sido desenvolvidos para a identificagdo
das leishmanioses, devido principalmente a sua elevada sensibilidade e especificidade
(CORTES et al. 2004). Entretanto, a aplicagdo desses métodos na rotina ¢ limitada por ndo
permitir a utilizacdo em larga escala, custo elevado e ainda, ter a necessidade de
profissionais especializados.

Devido as limitagdes desses métodos, a detecgdo de anticorpos, por meio de testes
soroldgicos constituem uma alternativa tanto para diagnostico quanto para a realizagdo de
estudos epidemiologicos (KAR, 1995). Esses métodos se baseiam na reacdo antigeno-
anticorpo, detectando os anticorpos presentes no soro. Dentre as técnicas utilizadas, estdo a
imunofluorescéncia indireta (IFI), o “enzyme-linked immunosorbent assay” (ELISA) e o
“western blot” (“immunoblotting”).

A TFI ¢ a metodologia realizada com maior freqliéncia no diagndstico das
leishmanioses, tanto humana quanto canina. No Brasil, a maioria dos laboratdrios utiliza o
“Kit” de imunofluorescéncia produzido por Biomanguinhos/FIOCRUZ, o qual ¢
considerado, pelo Ministério da Satde, o método confirmatorio de referéncia. Apesar de ser
a técnica de diagndstico mais utilizada, a IFI apresenta limitagdes, principalmente devido a
reduzida sensibilidade (DE PAULA et al. 2003).

O ELISA, outro método frequentemente utilizado para o diagnostico das
leishmanioses e com maior reprodutibilidade que a IFI, pode ser adaptada a utilizagdo de
antigenos purificados ou de antigenos definidos (REED et al. 1990) visto que uma das
grandes responsaveis pela reatividade cruzada ocorrida nos testes sorologicos
convencionais ¢ a utilizagdo de fracdes antigénicas soliveis (MANCIANTI et al. 1995).
Apesar dessas vantagens, a técnica apresenta limita¢des, devido a ocorréncia de reatividade
cruzada e reduzida sensibilidade no periodo latente (MANCIANTI et al. 1995;
COURTNAY et al. 2002). Segundo PADILLA et al. (2002), esse método pode ser utilizado
como uma ferramenta auxiliar no diagndstico. Segundo CALDAS et al. (2001), os
resultados sorologicos apresentaram discorddncia em relagdo a achados clinicos e
parasitologicos e até mesmo entre si, quando se utilizaram duas técnicas diferentes.



O “immunoblotting” ¢ uma técnica altamente sensivel e especifica. Segundo
BERRAHAL et al. (1996) e ISAZA (1997) ¢ sensivel para detectar a infecg¢ao
assintomatica, além de permitir a observagdo de possiveis alteragdes do perfil das bandas
apoOs o tratamento. A técnica pode ser realizada tanto com extratos soluveis de antigenos
quanto com proteinas de membrana purificadas (GONCALVES et al. 2002). E um método
mais sensivel e capaz de detectar infeccdo mais precocemente, quando comparado a IFI e
ao ELISA (AISA et al.1998). O “immunoblotting” permite a obtencdo de informagdes
detalhadas sobre a estrutura do parasita, sendo 1til para a padronizagdo de procedimentos
diagnosticos sensiveis e especificos (GONCALVES et al. 2002). Tal procedimento poderia
ser uma alternativa para a realizagao do diagndstico diferencial com outras enfermidades, ja
que possibilita identificar a presen¢a de determinantes antigénicos comuns entre antigenos,
frequentemente responsdveis pela reatividade cruzada observada na IFI e no ELISA.
Adicionalmente, o “immunoblotting” pode ser usado para confirmar resultados obtidos no
ELISA (DA COSTA et al. 1996). As fragdes de proteinas antigénicas reconhecidas por
amostras de soro pela técnica de “immunoblotting” variam com as diferentes cepas de
parasitas (JAFFE et al. 1990). Segundo GONCALVES et al. (2002), a banda de 63Kda, foi
a principal banda a ser reconhecida, identificada como uma glicoproteina (gp 63), que
pertence a membrana de superficie da forma promastigota, proteina esta comum a todas as
espécies de Leishmania sp. e que pode estar envolvida no desenvolvimento do estigio
infectivo.

1.4.1- Diagnostico de LTA

Para o diagnostico parasitologico da LTA humana, sdo necessarias biopsias de
fragmentos de lesdo para visualizacdo de formas amastigotas ou isolamento parasitologico
de L. (V.) braziliensis em cultura. A imunofluorescéncia ¢ a principal técnica sorologica,
mas apenas ocasionalmente as amostras sdo reatoras, pois a concentragdo de anticorpos ¢
reduzida na maioria dos casos de LTA (MARZOCHI; MARZOCHI, 1994). Segundo
OLIVEIRA-NETO et al. (1988), a avaliagdo por IFI mostrou uma significante correlagdo
entre o titulo de anticorpos e a presenca de lesdes cutaneas ativas em caes, sendo mais altos
os titulos observados nos casos de lesdes multiplas. Resultados similares foram obtidos por
MENDONCA et al. (1988), utilizando soros humanos. Estes autores também observaram
relacdo entre tempo de evolucdo e titulo de anticorpos. Em pacientes com lesdes recentes ¢
frequente a negatividade soroldgica (GONTIJO; DE CARVALHO, 2003).

A utilizagdo de métodos sorologicos para o diagnostico de LTA ¢ controversa,
devido aos baixos niveis de anticorpos séricos e a ocorréncia de reacdes cruzadas
observadas principalmente nas técnicas imunoenzimaticas, devido a sua sensibilidade mais
elevada (MANCIANTI at al. 1995).

Utilizando o “immunoblotting”, GONCALVES et al. (2002), verificaram uma
sensibilidade de 84,9% e uma especificidade de 91,1%, ao considerarem o reconhecimento
das bandas de L. (V.) braziliensis mais frequentemente reconhecidas por amostras de soro
de humanos com LTA.



1.4.2- Diagnostico de LVA

Para o exame parasitologico da LVA, utilizam-se fragmentos de pele integra, de
visceras e de medula dssea para visualizacdo de formas amastigotas ou isolamento de L.
(L.) chagasi em cultura. Frequentemente, sdo observadas abundantes formas amastigotas do
parasita na pele integra de caes infectados, sintomaticos e assintomaticos (VEXANAT et al.
1994). Entretanto, também devido as limitacdes do exame parasitologico, a técnica
recomendada pelo ministério da satide como confirmatéria ¢ a IFI, utilizada no diagndstico
desde 1964. Para elevar a sensibilidade do método, o soro sanguineo tem substituido o
eluato de sangue colhido em papel filtro (MINISTERIO DA SAUDE, 2006). Embora cies
com LVA apresentem elevada concentragdo de anticorpos (MARZOCHI et al. 1985), a IFI
realizada com eluato sanguineo em papel de filtro, apresenta baixa sensibilidade quando
comparada ao ELISA (BRAGA et al. 1998). Titulos de anticorpos acima de 1:40 sdo
usados como critério de indicacdo de eutandsia. Segundo SILVA et al. (2005), caes com
titulos inferiores a 1:80, podem ser assintomaticos e mesmo assim, capazes de infectarem
os vetores. Por constituirem a maioria da populacdo canina, tais animais podem ser
considerados importantes fontes de infec¢ao.

Comparado ao teste de IFI, o ELISA representa maior sensibilidade, fato importante
para o controle do Calazar. De acordo com BRAGA et al. (1998), somente 35,4% dos caes
infectados, detectados por ELISA, estariam sendo detectados por IFI e eliminados,
indicando que possivelmente 64,5% dos cdes infectados, estariam permanecendo na area
propagando a infecgao.

O "immunoblotting" foi considerado por SILVA et al. (2005), o método mais
adequado para o diagnodstico da leishmaniose visceral canina (LVC), pois permite a
deteccdo precoce de animais infectados, além de identificar os animais que possivelmente
desenvolverdo a doenga. Utilizando fracdes antigénicas de L. (L.) chagasi, EVANS et al.
(1989) observaram que na LVA canina multiplas bandas de antigenos foram reconhecidas
pelo “immunoblotting” sendo 116 KDa, 70 KDa e de 26 KDa as mais frequentes. SILVA et
al. (2005), observaram que cdes infectados por L. (L.) chagasi, reconheceram
principalmente os peptideos de 29 e 32 kDa, sendo a banda de 68,5 kDa reconhecida
somente por soros de cdes sintomaticos. Tais autores sugeriram que o reconhecimento
desse peptideo possa ser utilizado como pardmetro para eliminagdo de cdes em dareas
endémicas. Esses autores também verificaram o reconhecimento dos peptideos de 29 e 32
kDa em 26% de cdes ndo reatores na imunofluorescéncia, evidenciando sua importancia
para o diagnostico precoce. AISA et al. (1998), ao considerarem as bandas antigénicas de
12, 14, 28, 30 e 46 KDa de L. infantum com soro de cdes com Calazar, verificaram uma
sensibilidade de 95,8% e uma especificidade de 100%.

1.5. Resposta imunologica no modelo canino

Na maioria de espécies de mamiferos, a IgG apresenta um nimero variado de
subclasses. Em cdes, as subclasses tém sido definidas de IgG1 a IgG4, que constituem
marcadores soroldgicos aplicaveis ao diagndstico (TIZARD et al. 1998). Essas subclasses



sdo indicadores da resposta Thl e Th2, estando Thl associada a resisténcia com producao
de IgG2 e Th2 a susceptibilidade com producao de IgGl (PINELLI et al. 1994, DAY;
MAZZA, 1995, DEPLAZES et al. 1995, DAY, 1996, BOURDOISEAU et al. 1997,
PINELLI, et al. 2000). Além disso, as subclasses, cuja expressao depende da natureza e do
estimulo antigénico, estdo envolvidas em diferentes atividades biologicas, apresentando
grande importancia para o estudo de doengas infecciosas e desenvolvimento de estratégias
de controle epidemioldgico (SOUZA et al. 2005).

Na leishmaniose visceral tem sido caracterizado o padrdo Th2, evidenciado pela
marcada redu¢do da imunidade celular e pela ativagdo policlonal de células B. De acordo
com SOLANO-GALLEGO et al. (2001) a IgG1 apresenta-se em niveis mais elevados
apenas na presenga da doenca. Segundo FERNANDEZ-PEREZ et al. (2003), o ndo
reconhecimento de bandas por IgG1 indicam um bom progndstico, podendo-se relacionar o
nivel de subclasses com a resposta terapéutica, sugerindo que os titulos especificos de IgG1
e IgG2 sejam indicadores mais seguros para o status da doenca do que IgG (SOLANO-
GALLEGO et al. 2001, HARRUS et al. 2001).

Em relacdo a LTA ¢ mais complicado estabelecer um padrdo de resposta imune
devido a complexidade da enfermidade, observando-se um padrao misto de resposta Thl e
Th2, da qual o aumento da resposta ¢ relacionado a severidade dos sinais clinicos e a
concentracdo de parasitas nas lesdes (PIRMEZ et al. 1993, SOUSA et al. 2005,
BRACHELENTE et al. 2005). PEDRAS et al. (2003) utilizando soros de pacientes
humanos com LTA, observaram um considerdvel aumento da especificidade quando
comparado a IgG, concluindo-se que a detec¢do de subclasses constitui uma alternativa
para o aumento da eficiéncia do diagnostico sorologico de LTA.



2. JUSTIFICATIVA

Considerando-se que os testes mais utilizados no diagndstico de rotina das
leishmanioses, IFI e ELISA, possuem limitagdes quanto a sensibilidade e especificidade,
além de ndo serem capazes de diferenciar a infec¢do por L. (L.) chagasi de L. (V.)
braziliensis, tornou-se necessario a avaliacdo de antigenos homdlogos e heterdlogos e da
utilizacdo de subclasses de IgG para elevar o desempenho desses testes.

A utilizacdo de antigeno homologo para o diagndstico das leishmanioses tem sido
relatada por varios autores, como um procedimento adequado para a obtencdo de melhores
resultados. A deteccdo de subclasses de IgG tem sido considerada uma alternativa para a
obtencao de resultados mais especificos, especialmente relacionados a presenga ou auséncia
de sinais clinicos da doenca. E ainda, ELISA e “immunoblotting” sdo métodos com elevada
sensibilidade e especificidade que poderiam superar as limitagdes da IFI.

Assim, fez-se necessario este estudo, a fim de se avaliar esses parametros
empregando os métodos de ELISA e “immunoblotting” para a detecg¢ao de IgG e subclasses
com antigenos homologos e heterdlogos.



3. OBJETIVOS

3. 1. Objetivo Geral

Avaliar a acuracia do ELISA IgG total e subclasses IgG1 e IgG2 nos soros de caes

infectados por L. (V.) braziliensis ou por L. (L.) chagasi (sintomaticos e assintomaticos) e
identificar e caracterizar por “immunoblotting” antigenos de promastigotas de L. (V.)
braziliensis e de L. (L.) chagasi reconhecidas por IgG total e subclasses.

3. 2. Objetivos Especificos

1.

Avaliar a acurédcia do ELISA IgG total e subclasses IgG1 e IgG2 no diagndstico da
LTA e LVA caninas;

Avaliar a utilidade das técnicas de ELISA IgG total e subclasses IgG1 e IgG2 no
diagnostico de infec¢do assintomatica por L. (L.) chagasi em caes com sorologia
IgG total positiva para Leishmania (IF1 e ELISA);

Identificar e caracterizar, por “immunoblotting”, bandas antigénicas de L. (V.)
braziliensis ¢ de L. (L.) chagasi reconhecidas por IgG total e subclasses IgG1 e
IgG2 presentes nos soros de caes infectados;

Comparar a reatividade dos soros com o ELISA e o “Immunoblotting” utilizando
antigenos de L. (V.) braziliensis e de L. (L.) chagasi);

Verificar a aplicabilidade do “immunoblotting” como teste confirmatdrio e

especifico para o diagnodstico das leishmanioses caninas.



4. METODOS

4.1. Grupos de estudo

O estudo foi composto de 162 amostras de soro de conveniéncia, obtidas de caes
domésticos (Canis familiaris) cuidadosamente caracterizadas e definidas, classificadas em
seis grupos. A obtengdo das amostras foi aprovada no Comité de ética da FIOCRUZ para o
uso de animais (CEUA/FIOCRUZ/P-0276-05).

1-

Grupo de LTA (n= 34) — Caes com LTA, residentes em areas endémicas do estado
do Rio de Janeiro, atendidos no laboratdrio de pesquisa clinica em dermatozoonoses
de pequenos animais. Todos os caes desse grupo apresentavam lesdes cutaneas por
L. (V.) braziliensis confirmada pelo isolamento em cultura e identificacdo da
espécie pelo método de caracterizagdo por isoenzimas (MADEIRA et al. 2006b). As
amostras desse grupo apresentaram resultado negativo no exame micologico.
Grupo de LVA (n=37) — Caes de areas endémicas no municipio do Rio de Janeiro
que participaram do inquérito soroldgico para LVA e apresentaram resultado
positivo pela IFI (> 1:80). Esses animais foram recolhidos para a eutandsia, de
acordo como o programa municipal de controle de zoonoses. Em todos esses
animais, a infec¢do por Leishmania (L.) chagasi foi confirmada por isolamento em
cultura de diferentes visceras e pele, seguida por caracterizagdo da espécie por
isoenzimas (MADEIRA et al. 2006b). Esse grupo foi classificado em dois
subgrupos: animais sintomadticos (n=25), que apresentavam dois ou mais sinais
clinicos de LVA* ¢ assintomaticos (n=12).

Grupo de infeccio mista (n=4)- Caes de areas endémicas do municipio do Rio de
Janeiro, que participaram do inquérito sorologico para LVA e apresentaram
resultado positivo na IFI (> 1:80). Estes animais foram recolhidos para a eutanasia e
submetidos aos mesmos exames que o grupo de LVA. Nesses caes, foi confirmada a
co-infec¢do por L. (L.) chagasi e por L. (V.) braziliensis, por isolamento em cultura
de diferentes visceras e pele e caracterizagdo de ambas as espécies por isoenzimas
(MADEIRA et al. 2006a).

Grupo controle saudavel (n=17) — Caes residentes fora de area endémica de
Leishmaniose e submetidos regularmente a exames clinicos profilaticos. Esses

animais ndo apresentavam nenhuma alteragdo clinica nem lesdo cutinea, além de



apresentarem parametros hematologicos e bioquimicos (proteina, globulina, AST
(TGO), ALT (TGP), albumina, uréia e creatinina) normais, e ainda resultados de
exame parasitologico negativo para ehrlichiose canina.

5- Grupo Controle Esporotricose (n=35) — Caes com esporotricose, residentes em
areas ndo endémicas para leishmaniose do municipio do Rio de Janeiro. Esses
animais apresentavam lesdes ulceradas de pele e foram atendidos no laboratorio de
pesquisa clinica em dermatozoonoses de pequenos animais, sendo submetidos aos
mesmos exames do grupo de LTA. Neste grupo, o diagndstico foi estabelecido pelo
isolamento do fungo Sporothrix schenckii em cultura, nenhuma forma amastigota
foi detectada pela andlise histopatologica, e a cultura para Leishmania sp. foi
negativa em todos animais.

6- Grupo Controle Ehrlichiose (n= 35) — Caes residentes fora de area endémica de
leishmaniose, infectados por Ehrlichia canis, apresentando dois ou mais sinais
clinicos compativeis com LVA*. Nesse grupo, a infec¢do por E. canis foi
diagnosticada pelo exame parasitoldgico direto de esfregago sanguineo.

* Os sinais clinicos compativeis com LVA observados no grupo de
Ehrlichiose em ordem de freqiiéncia foram: ulceragdo de pele, descamacio,
adenites, emagracimento, alopecia, hepatomegalia, esplenomegalia, onicogrifose,
anemia, febre, apatia e ceratoconjutivite.

4.2. Antigenos para os ensaios

Fragdes parcialmente soliveis, obtidas de formas promastigotas de L. (V)
braziliensis (MHOM/BR/75/M2903) e L. (L.) chagasi (MHOM/BR/74/PP75) durante a
fase estaciondria de crescimento, de acordo com o protocolo de BARROSO-FREITAS
(2006), foram usadas como antigeno. A fase estaciondria de crescimento de L. (V.)
braziliensis foi identificada por BARROSO-FREITAS (2006) no quarto dia e a de L.
(L.)chagasi, a partir da curva de crescimento realizada neste estudo, no quinto dia de
cultivo. Os parasitas foram lavados trés vezes em “phosphate-buffered saline” (PBS), pH
7,2 (5300 g, 10 min, 4°C) e ressuspensos em tampdo de lise contendo inibidores de
proteases. Essa mistura foi submetida aos ciclos de congelamento (gelo seco/ etanol) e
descongelamento (Banho-maria 60°) e ultrassom (50/60 Hz Transsonic 310, ELMA®) para
a ruptura completa dos parasitas. Apos a centrifugacdo por 10.700 g por 10 min a 4°C, o
sobrenadante foi separado e a concentragdo protéica foi dosada pelo método Folin Lowry
(“micro-Lowry total protein determination kit, Peterson’s modification; Sigma Chemical
Co., St. Louis, MO, USA”).



4.3. ELISA

O ELISA para a deteccdo de IgG, IgG1 e IgG2 anti- L. (V.) braziliensis e L. (L.)
chagasi foi realizado de acordo com o método de VOLLER et al. (1976). Microplacas de
96 pogos (Nunc Polysorp surface, USA) foram sensibilizadas por 18h a 4°C com 100uL de
antigeno/ poco. Os antigenos foram diluidos em tampao carbonato-bicarbonato 0.06M, pH
9,6. O excesso de antigeno foi descartado e a placa lavada quatro vezes com PBS / 0,05%
tween 20 (v/v). As amostras de soro foram diluidas em 1% de leite desnatado (Molico-
Nestlé®) em PBS/0,05% tween 20 (v/v), adicionadas em duplicata e incubadas a 37°C/ 45
min em camara umida. As placas foram lavadas quatro vezes e incubadas a 37°C/ 45 min
em camara umida com anti-IgG (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA), IgG1 e 1gG2
(Bethyl Laboratories, Inc., Montgomery, TX, USA) conjugados com peroxidade. Apos
quatro lavagens, a reacdo foi desenvolvida adicionando-se 100uL/ pogo de solucdo de
revelagdo (0,01g de “orthophenyldiamine” (OPD) e 10 puL de peréxido de hidrogénio 30%
em tampao citrato, pH 5,0) e incubando-se por 10 min a temperatura ambiente na auséncia
de luz. A reacdo foi paralisada com 50 pL/ poco de 4cido sulfurico 1N (H2SOy).

A densidade otica (D.O.) foi determinada por um leitor de ELISA (TECAN,
GENIOS/ Magellan) usando filtro de referéncia de 492nm e filtro diferencial de 620nm. O
ponto de corte foi determinado pelo programa estatistico Medcalc, o qual considera o ponto
de maior sensibilidade e especificidade na curva “Receiver Operating Characteristic”
(ROC) de cada reacdo, incluindo todas as amostras analisadas.

As concentracdes de antigeno, soro, assim como as de anti-IgG, IgG1 e IgG2 estao
especificadas na metodologia de cada artigo apresentado como parte dos resultados obtidos
na tese.

4.4. Eletroforese em Gel de Poliacrilamida (SDS-PAGE)

Fracbes parcialmente soluveis de antigenos promastigotas de L. (V.)
braziliensis e de L. (L.) chagasi (225ug/ gel), diluidas em igual volume de tampéo de
amostra com [-mercaptoetanol e aquecidas a 100°C por 3 min, foram separadas por
eletroforese em gel de 10% poliacrilamida com lauril sulfato de soédio/ SDS-PAGE
(LAEMMLI, 1970), realizada de acordo com o protocolo adaptado de STUDIER (1973). O
padrao de peso molecular empregado apresenta pesos entre 220 a 10kDa (Invitrogen). A
eletroforese foi desenvolvida em 35mA com voltagem constante por 5 horas.

4.5. Western blotting (“Immunoblotting”)

Antigenos previamente separados por eletroforese foram transferidos para a
membrana de nitrocelulose (Amersham Bioscience 0,45um), com o auxilio de corrente
elétrica (TOWBIN et al. 1979) em tampdo de transferéncia no sistema de transferéncia de
proteinas (Amersham Biosciences) at 180mA com voltagem constante, for 3 horas e meia.
A eficiéncia da transferéncia de antigenos de gel para a membrana de nitrocelulose foi
confirmada por meio da coloragdo com o corante vermelho de Ponceau por 5 min. Apds a
transferéncia, foram cortadas tiras de 0,5 cm de largura.



As tiras de nitrocelulose foram bloqueadas com 5% de leite desnatado (Molico-
Nestlé®) em PBS Tween 20 (0.5%) pH 7.2 por 2 horas em temperatura ambiente e
posteriormente lavadas por 30 min com tampao de lavagem (PBS pH 7.2 com tween 20
(0.05%).

Para detectar o reconhecimento antigénco, as tiras foram incubadas por 2 horas com
as amostras de soro dos diferentes grupos, diluidas a 1:200 em PBS tween 20 (0.05%) pH
7.2. As tiras foram lavadas cinco vezes em tampao de lavagem e incubadas por 90 min com
imunoglobulinas anti-IgG conjugado com peroxidase (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO,
USA), anti-IgG1 e anti-IgG2 de cdo (Bethyl Laboratories, Inc., Montgomery, TX, USA) na
concentracdo de 1:1.000. Apos cinco lavagens de 15 min, as tiras foram incubadas com a
solucdo de revelagao (0.015 g 3,3 “diaminobenzidine” (DAB) and 40uL 30% de perdxido
de hidrogénio em 60ml de tampao citrato, pH 5.0) por 3 min. A reacdo foi paralisada com
agua destilada. Todas as incubagdes e lavagens ocorreram sob agitacdo e em temperatura
ambiente.

4.6. Analise dos resultados

O ponto de corte para o ELISA (“cut-off”) foi determinado a partir da curva ROC,
calculada com o programa estatistico Medcalc. O teste de Spearman ndo paramétrico foi
usado para a comparagdo da posi¢do e variagdo nas densidades Oticas e suas eventuais
correlagdes. As médias de D.O. foram comparadas por teste ¢ de Student usando o pacote
estatistico SPSS versdo 11.0. As diferencas com p-valor < 0,05 foram consideradas
significativas.

Os resultados de “immunoblotting” foram avaliados segundo uma analise descritiva
pela presenga ou auséncia de reatividade e o peso molecular em kDa determinado pela
comparagdo com o marcador de peso molecular. Os pesos moleculares das bandas
antigénicas reconhecidas nesta técnica foram calculados pelo programa de andlise de
bandas ImageMaster® VDS Softwere version 2.0 (Pharmacia Biotech) e incluidos no banco
de dados do pacote estatistico SPSS versdo 11.0 para ser calculada a freqiiéncia das bandas
em cada grupo.

4.7. Artigos

A metodologia empregada neste estudo e os resultados obtidos serdo apresentados
no formato de artigos cientificos publicados e submetidos para publicagdo. Nesta se¢do
encontram-se dois artigos com os resultados relacionados ao projeto, sendo um ja publicado
e outro submetido. Os resultados que compordo o terceiro artigo encontram-se no item

Outros resultados, pois algumas analises ainda estdo em andamento.
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4.7.2. Primeiro artigo: "Use of ELISA employing Leishmania (Viannia) braziliensis and
Leishmania (Leishmania) chagasi antigens for the detection of IgG and IgG1 and IgG?2
subclasses in the diagnosis of American tegumentary leishmaniasis in dogs"".

Artigo publicado no periddico Veterinary Parasitology. 148: 200-206, 2007.

Este foi o primeiro estudo de subclasses de IgG para o diagndstico de LTA canina
empregando antigeno de Leishmania (Viannia) braziliensis publicado na literatura. O
principal objetivo foi comparar o desempenho no diagndstico da LTA canina empregando-
se antigenos homologos (L. (V.) braziliensis) e heterdlogos (L. (L.) chagasi) para a deteccao
de IgG e suas subclasses 1gG1 e IgG2. Foram estudados um grupo de animais infectados
por L. (V.) braziliensis e um grupo controle constituido por animais residentes fora de area
endémica infectados por Sporothrix schenckii para verificar a especificidade do teste,
tendo-se em vista a semelhanga clinica e epidemiologica entre as duas doengas, além da
ocorréncia de reatividade cruzada em testes sorologicos.

Os resultados obtidos respondem parcialmente o objetivo n° 1 desta tese.

4.7.3. Segundo artigo: “ Use of ELISA employing homologous and heterologous
antigens for the detection of IgG and subclasses (IgG1 and IgG2) in the diagnosis of
canine visceral leishmaniasis

Artigo submetido ao periddico Veterinary Immunology and Immunopathology

em 12 de Margo de 2009.

O objetivo desse estudo foi semelhante ao anterior, pois também comparou o
emprego antigenos homoélogos e heter6logos para a detec¢ao de IgG e suas subclasses 1gG1
e IgG2, sendo que nesse caso para o diagnostico da LVA canina. Foram estudados: um
grupo de animais infectados por L. (L.) chagasi (sintomaticos e assintomaticos); outro de
infeccdo mista (co-infec¢do L. (V.) braziliensis e L. (L.) chagasi) € um grupo controle de
animais residentes fora de area endémica infectados por Ehrlichia canis. Assim como no
estudo anterior, existem muitas semelhangas clinicas e epidemiologicas entre a LVA e
ehrlichiose canina.

Os resultados obtidos respondem os objetivos de n® 1 e n® 2 desta tese.
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5- OUTROS RESULTADOS

5.1- ELISA (Sintese dos resultados obtidos nos artigos)
5.1.2. Comparac¢ao das médias de Densidades dticas obtidas

No grupo de LTA (primeiro artigo), as médias e os desvios-padrdo das D.O. obtidas
para a detecgdo de IgG, IgG1 e IgG2 foram: 0.761 £ 0.329, 0.161 + 0.141 ¢ 0.968 £ 0.521
para antigeno de L. (V.) braziliensis (homodlogo) e 0.348 + 0.218, 0.137 £ 0.066 ¢ 0.795 +
0.463 para antigeno de L. (L.) chagasi. No grupo de LVA, as médias de D.O. e os desvios-
padrao para a detecgdo de IgG, IgG1 e IgG2 foram respectivamente: 0.811 £0.142; 0.124 £
0.061 e 1.429 + 0.426, 2 quando empregado antigeno de L. (V.) braziliensis e 1.728 +
0.426; 0.239 + 0.253 e 1.177 £ 0.337 com antigeno homoélogo (L. (L.) chagasi). A
diferencas das médias de D.O. para a deteccdo de IgG foram estatisticamente mais elevadas
quando empregado o antigeno homdélogo nos dois grupos (p-valor= 0,00) (Graficol).

No grupo de infeccdo mista, as médias de D.O. para a detec¢do de IgG se
mantiveram estatisticamente semelhantes (p-valor= 0,790) quando ambos os antigenos
foram empregados: 0,886 + 0,342 (L.braziliensis) e 0,957 £ 0,423 (L. (L.) chagasi)(Grafico
1).

Nos grupos controles (saudaveis, esporotricose e ehrlichiose) foram obtidas baixas
médias de D.O. tanto para IgG quanto para suas subclasses 1gG1l e IgG2 com ambos os
antigenos.

Observou-se elevada e significativa correlagdo de Spearman entre os valores de
D.O. para a deteccao de IgG e IgG2 tanto nos grupos de LTA (primeiro artigo) quanto de
LVA (segundo artigo).

5.1.3. Determinacido do ponto de corte (Cut-off)

Os valores de “cut-off”, determinados pela curva Roc, permitiram a melhor
discrimina¢do entre os grupos infectados por Leishmania sp. (LVA, LTA e Mista) e
controles (saudaveis, ehrlichiose e esporotricose) para a detecgdo de IgG, IgGl e IgG2
respectivamente foram: 0,21; 0,08; 0,35; 0,240; 0,08; 0,19. O valor do “cut-off” nesse caso
foi diferente dos encontrados nos artigos, pois foram calculados com todas as amostras
estudadas.

Grifico 1: Graficos de pontos referentes as densidades dticas (D.O.) obtidas por IgG, IgG1
e IgGG2 das amostras dos grupos estudados, empregando antigeno de L. (V.) braziliensis e L.

(L.) chagasi.
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6.2- Western blotting

6.1- Reconhecimento antigénco

5.2- “Immunoblotting”



5.2.1-Reconhecimento antigénico

As amostras de soro de todos os grupos foram testadas para a deteccdo de IgG e
suas subclasses com antigenos homologos e heterdlogos. A reatividade dos soros de todos
os grupos analisados mostrou uma varia¢do de 315 a 10kDa na deteccdo de IgG e IgG2 e
de 70 a 16 kDa na deteccio de IgGl de bandas de antigenos de L. (V.) braziliensis.
Empregando antigenos de L. (L.) chagasi, a variagdo foi de 115 a 5 kDa para IgG e 1gG2 e
de 75 a 13kDa para a deteccdo de IgG1. As bandas mais reconhecidas por IgG e subclasses
dos grupos de soros estudados podem ser visualizadas nas tabelas 1, 2 e 3.

Nao foi verificada diferenca visivel na reatividade entre IgG e IgG2 (figura 1 e 3), o
que ndo ocorreu para a detec¢do de IgGl(figura 2), presente nos soros dos grupos de
estudo, cujo reconhecimento de bandas ocorreu em menor frequéncia. Além disso, os
grupos de LVA e LTA praticamente ndo diferiram quanto ao reconhecimento antigénico
tanto por IgG quanto por IgG2, embora a intensidade das reagdes tenha sido menor no
grupo de LTA (Figura 1 e 3). E ainda, IgG e suas subclasses de cdes do grupo de LVA
sintomadticos e assintomadticos reconheceram as mesmas bandas antigénicas tanto de L. (V.)
braziliensis quanto de L. (L.) chagasi.

As fracdes antigénicas especificas de L. (V.) braziliensis, mais frequentemente
reconhecidas por IgG e por IgG2 de cdes com LVA e LTA e de maior intensidade (Figura 1
e 2) foram principalmente as pertencentes ao de intervalos de 24 a 32kDa (tabela 1 e 3).
Neste intervalo, pelo menos duas bandas foram reconhecidas por todas as amostras de soro
do grupo de LVA e por 91,2% do grupo de LTA, sendo reconhecidas também por IgG1.
Apenas IgG e IgG2 de caes infectados por Leishmania sp. reconheceram as fragdes de 62 a
65kDa deste antigeno. O reconhecimento inespecifico foi identificado em diferentes
bandas, em especial com soros de esporotricose (Tabela 1 e 3) e as fracdes mais
reconhecidas por IgG e subclasses dos controles foram as de 60kDa e 56kDa (Tabela 1, 2 e
3).

Dentre as fragdes antigénicas de L. (L.) chagasi, reconhecidas com maior freqiiéncia
por IgG, IgG1 e IgG2, presente nos soros do grupo de LVA e LTA também estdo incluidas
as bandas pertencentes ao intervalo de 26 a 30kDa (Tabela 1, 2 e 3), sendo verificada a
reatividade para a detec¢do de IgG e IgG2 em todas as amostras de LVA e em 82,3% de
LTA. Outra banda importante foi a de 16kDa, pois foi reconhecida exclusivamente por
amostras de soro de caes infectados por Leishmania sp. As amostras dos grupos controle
reconheceram inespecificamente poucas bandas, variando de 0,7 a 5,7% de freqiiéncia, nos
grupos de animais com esporotricose e ehrlichiose, mas no grupo de cdes saudaveis nao foi
observado o reconhecimento inespecifico (Tabela 2).

A ocorréncia de reconhecimento inespecifico para deteccao de IgG e IgG2 de soros
controle, especialmente de amostras de soro de cdes infectados por S. schenckii
empregando antigeno de L. (V.) braziliensis foi frequente (figura 1A e 3A), entretanto,
empregando-se antigenos de L. (L.) chagasi, esse reconhecimento inespecifico ndo foi
verificado (Figura 1B e 2B).



Figura 1- “Immunoblotting” com fracdes antigénicas de L. (V.) braziliensis (A) e L. (L.)
chagasi(B) para a detec¢do de IgG presente nas amostras de soros: linhas 1-3 (soro controle
negativo, controle positivo de LTA, controle positivo LVA); linhas 4-6 (soros de LVA);
linhas 7-9 (soros de LTA); linhas 10-12 (soros de animais saudaveis); linhas 13-15 (soros
de esporotricose); linhas 16-18 (soros de ehrlichiose).
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Tabela 1- Bandas mais frequentemente reconhecidas por IgG dos grupos estudados em
“Western blot” com antigeno de L. (V.) braziliensis e L. (L.) chagasi.

Figura 2- “Western blot” com fragdes antigénicas de L. (V.) braziliensis (A) e L. (L.)
chagasi(B) para a deteccdo de IgG1 presente nas amostras de soros: linhas 1-3 ( soro

Extrato Bandas LVA (S+A) LTA Saudaveis  Esporotricose Ehrlichiose
Antigénico (kDa) (n=38) (n=32) (n=17) (n=35) (n=3)
% de reconhecimento
145 55,3 53,1 5,9 11,4 2,9
72 47,4 3,1 5,9 0,0 8,6
70 78,9 62,5 5,9 22,2 14,3
62 a 65 36,8 21,9 0,0 0,0 0,0
60 50 90,6 41,2 22,2 62,9
56 65,8 28,1 17,6 52,8 17,1
52 50 65,6 5,9 5,6 14,3
L. (V.) braziliensis 48 a 50 89,5 40,6 0,0 50 20
47 71,1 34,4 0,0 52,8 20
42 a 43 60,5 56,3 5,9 8,6 5,7
36 447 43,8 0,0 0,0 0,0
31a32 71,1 71,9 0,0 11,1 0,0
25a29 86,8 84,4 5,9 25 11,4
24 63,2 43,8 5,9 63,9 31,4
16 57,9 28,1 0,0 0,0 0,0
75 21,1 53,1 0,0 0,0 0,0
70 60,5 31,3 17,6 0,0 0,0
62 a 65 81,6 62,5 0,0 2,9 14,3
60 21,1 56,3 5,9 0,0 0,0
58 71,1 56,3 0,0 0,0 0,0
55 73,7 12,5 0,0 0,0 0,0
53 36,8 6,3 0,0 0,0 0,0
L. (L.) chagasi 50 10,5 3,1 5,9 0,0 0,0
46 a 48 65,8 18,8 0,0 0,0 0,0
45 47,4 3,1 0,0 0,0 0,0
36 55,3 37,5 0,0 0,0 0,0
31 71,1 18,8 0,0 0,0 0,0
26 a30 61,8 48,4 0,0 0,0 1,4
24 73,7 3,1 0,0 0,0 2,9
16 10,5 3,1 0,0 0,0 0,0

controle negativo, controle positivo de LTA, controle positivo LVA); linhas 4-6 (soros de
LVA); linhas 7-9 (soros de LTA); linhas 10-12 (soros de animais saudéveis); linhas 13-15
(soros de esporotricose); linhas 16-18 (soros de ehrlichiose).
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Tabela 2- Bandas mais trequentemente reconhecidas por 1gG1 dos grupos estudados em
“Western blot” com antigeno de L. (V.) braziliensis e L. (L.) chagasi.



Extrato Bandas LVA (S+A) LTA Saudaveis  Esporotricose Ehrlichiose
Antigénico (kDa) (n=38) (n=32) (n=17) (n=35) (n=3)
% de reconhecimento
70 7,9 0,0 0,0 0,0 0,0
60 39,5 68,8 29,4 42,9 22,9
56 31,6 18,8 0,0 0,0 22,9
50 7,9 12,5 0,0 2,9 0,0
40 a 43 7,9 6,3 0,0 2,9 0,0
L. (V.) braziliensis 36 10,5 9,4 0,0 0,0 0,0
31a32 7,9 12,5 0,0 0,0 0,0
30 5,3 12,5 0,0 2,9 0,0
25a29 53 18,8 5,9 0,0 0,0
24 28,9 59,4 5,9 5,7 0,0
23 34,2 12,5 0,0 0,0 0,0
16 7,9 3,1 0,0 0,0 0,0
75 10,5 0,0 0,0 0,0 0,0
70 5,3 0,0 0,0 0,0 0,0
62 a 65 7,9 3,1 0,0 0,0 5,7
60 10,5 0,0 0,0 0,0 2,9
58 5,3 0,0 0,0 0,0 0,0
55 5,3 0,0 0,0 0,0 0,0
53 0,0 3,1 0,0 0,0 0,0
L. (L.) chagasi 46 a 48 53 0,0 0,0 0,0 0,0
45 5,3 0,0 0,0 0,0 0,0
36 5,3 0,0 0,0 0,0 0,0
31 10,5 0,0 0,0 0,0 0,0
26 a30 22,5 2,4 0,0 0,0 0,7
24 5,3 6,3 0,0 0,0 2,9
16 2,6 0,0 0,0 0,0 0,0

Figura 3- “Western blot” com fra¢des antigénicas de L. (V.) braziliensis (A) e L. (L.)
chagasi(B) para a deteccdo de IgG2 presente nas amostras de soros: linhas 1-3 ( soro
controle negativo, controle positivo de LTA, controle positivo LVA); linhas 4-6 (soros de
LVA); linhas 7-9 (soros de LTA); linhas 10-12 (soros de animais saudéveis); linhas 13-15
(soros de esporotricose); linhas 16-18 (soros de ehrlichiose).
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“Western blot” com antigeno de L. (V.) braziliensis e L. (L.) chagasi.



Extrato Bandas LVA (S+A) LTA Saudaveis  Esporotricose Ehrlichiose
Antigénico (kDa) (n=38) (n=32) (n=17) (n=35) (n=3)
% de reconhecimento
145 34,2 59,4 0,0 13,9 2,9
72 15,8 25 5,9 16,7 2,9
70 55,3 68,8 0,0 25 2,9
62 a 65 10,5 3,1 0,0 0,0 0,0
60 57,9 31,3 0,0 5,6 5,7
56 65,8 78,1 70,6 72,2 62,9
52 31,6 56,3 35,3 94,4 343
L. (V.) braziliensis 48 a 50 60,5 62,5 11,8 19,4 2,9
47 50 65,6 0,0 27,8 14,3
42 a43 2,6 9.4 0,0 33,3 0,0
36 15,8 43,8 0,0 5,6 0,0
31a32 63,2 37,5 0,0 13,9 5,7
25a29 71,1 65,6 5,9 11,1 5,7
24 42,1 81,3 0,0 2,8 8,6
16 57,9 16,3 0,0 19,4 5,7
75 7,9 62,5 2,7 0,0 0,0
70 60,5 21,9 2,7 0,0 0,0
62 a 65 84,2 75 5,9 11,1 0,0
60 7,9 15,6 0,0 5,7 0,0
58 81,6 59,4 5,9 0,0 0,0
55 60,5 65,6 0,0 0,0 0,0
53 65,8 18,8 0,0 0,0 0,0
46 a 48 52,6 28,1 0,0 2,8 0,0
45 31,6 3,1 0,0 0,0 0,0
36 13,2 3,1 0,0 0,0 5,7
L. (L.) chagasi 31 28,9 34,4 0,0 0,0 0,0
26 a30 64,5 52,4 7,3 0,0 1,4
24 36,8 43,8 0,0 0,0 0,0
16 18,4 3,1 0,0 0,0 0,0




6. DISCUSSAO

No presente estudo, nos avaliamos a deteccdo de IgG e subclasses por ELISA e
“immunoblotting”, empregando antigenos de L. (V.) braziliensis e de L. (L.) chagasi e
comparamos o reconhecimento de ambos os antigenos, a fim de melhorar o desempenho
dos ensaios para o diagndstico das leishmanioses caninas e sua discrimina¢do de outras
doengas.

Nesse trabalho, o emprego do antigeno homologo forneceu melhores resultados,
tanto para o diagnostico de LTA quanto de LVA. Foram obtidas médias de D.O. mais
elevadas para a detecgdo de IgG, IgG1 e IgG2 quando comparada ao antigeno heterélogo.
De maneira semelhante, muitos autores relataram que o emprego de antigenos homoélogos
tem sido um procedimento adequado para a obtengdo de melhores resultados para o
diagnostico das leishmanioses, tanto para LVA canina (BALEEIRO et al. 2006) e humana
(HOMMEL et al. 1978; BADARO et al. 1983) quanto para LTA canina (RIBEIRO et al.
2007) e humana (BARROSO-FREITAS et al. 2008). BADARO et al. (1986) demonstraram
que a utilizacdo de antigenos de Leishmania sp. isolados da mesma 4area onde os casos
ocorrem, aumentou a acuracia do teste. Entretanto, DA COSTA et al. (1991) para o
diagnostico de LVA canina, ndo observaram diferenga estatistica na sensibilidade da reacdo
de Imunofluorescéncia indireta em relagdo a espécie empregada como antigeno.

A sensibilidade foi calculada para o grupo de LTA, o que ndo ocorreu para o grupo
de LVA, pois como critério de inclusdo do grupo de LVA neste estudo foi ser soropositivo
na imunofluorescéncia testada pelo programa de controle de leishmaniose do municipio do
Rio de Janeiro. Além das médias de D.O., Foi observado que a sensibilidade também foi
mais elevada, especialmente para a detec¢do de IgG, quando empregado antigeno
homologo, embora ndo significante estatisticamente. Corroborando com esses achados,
THIERRY et al. (1991) e BARROSO-FREITAS (2008), verificaram que o emprego do
antigeno heter6logo para o diagnostico de LTA em humanos, reduz a sensibilidade dos
testes sorologicos.

A sobreposi¢do de areas de transmissdo de LVA e LVA tem sido observada em
varias regides do Municipio do Rio de Janeiro (MINISTERIO DA SAUDE, 2006 e 2007).
Nessas areas foram encontrados cdes apresentando as duas infec¢des (L. (L.) chagasi e L.
(V.) braziliensis) (MADEIRA et al. 2006a). No grupo de infec¢do mista as médias de D.O.
para a deteccdo de IgG foram estatisticamente semelhantes empregando-se ambos os
antigenos, sugerindo um equilibrio na resposta quando existem as duas infec¢des. A partir
desses resultados, o emprego de ambos os antigenos em areas de infec¢do concomitante das
duas espécies estudadas seria uma alternativa para auxiliar nas decisdes quanto as medidas
de controle a serem adotadas. Esses achados complementam os resultados de ELISA dos
dois grupos estudados separadamente (LVA e LTA), cujos resultados obtidos foram
melhores empregando o antigeno homologo de cada grupo.

Em caes infectados com L. infantum, alguns autores observaram associacao entre a
resposta imune (Th1/Th2) e a deteccdo de subclasses de IgG (DEPLAZES et al. 1995,
BOURDOISEAU et al. 1997) em que animais sintomaticos sdo caracterizados em geral,
pela auséncia de resposta celular e altos niveis de anticorpos e os assintomaticos possuem
baixos niveis de anticorpos especificos no soro e significativa resposta linfoproliferativa
(FERNADEZ-PEREZ et al. 2003). Entretanto, outros autores nio concordam que as
subclasses I1gG1 e IgG2 sejam indicadoras de resposta Thl e Th2 (MAZZA et al. 1993,



DAY, 2007). Essa possivel diferenca entre os achados pode ser explicada pelos diferentes
antissoros utilizados nos estudos. A LTA humana ¢ caracterizada, segundo SOUZA et al.
(2005), pelo padrao misto de resposta imune (Thl e Th2). De acordo com JUNQUEIRA
PEDRAS et al. (2003), a deteccdo de subclasses de IgG representa uma alternativa para o
aumento da eficacia do diagndstico sorolégico.

Na LVA, a deteccdo de IgG anti-Leishmania tem sido considerado por alguns
autores, como marcador de susceptibilidade e resisténcia a doenca, estando IgG1 associado
a doenga e IgG2 a infecgdo assintomatica (DEPLAZES et al. 1995, BORDOISEAU et al.
1997, LEANDRO et al. 2001, SOLANO-GALEGO et al. 2001, NAKHAEE et al. 2004,
CARDOSO et al. 2007). Em contrapartida, essa associacdo ndo foi observada por
QUINELL ef al. (2003) com antissoro monoclonal.

No presente estudo, as médias de D.O. obtidas foram mais elevadas nos cdes com
LVA sintomaticos que nos assintomaticos, achados esses também relatados por INIESTA
et al. (2007). Em ambos os grupos (sintomaticos e assintomaticos), IgG2 foi mais
soroprevalente. Esses resultados foram similares a estudos anteriores envolvendo caes
infectados com L. infantum (BORDOISEAU et al. 1997, HARRUS et al, 2001,
VERCAMMEM et al. 2002, CORDEIRO-DA-SILVA et al. 2003, METTLER et. al. 2005).

A soroprevaléncia de IgGl ndo mostrou resultados promissores, pois foi
relativamente baixa em caes infectados por Leishmania sp. Essa baixa soroprevaléncia de
IgG1, indica seu uso limitado para o diagndstico de LVA e LTA. Essa limitacdo foi
sugerida previamente por METTLER et al. (2005) para o diagnostico de LVA canina.
Contrapondo a esses achados, outros investigadores propuseram que essa subclasse ¢
predominante em caes infectados por L. (L.) chagasi (MENDES et al. 2003, QUINELL et
al. 2003).

A correlagdo entre os valores de D.O. para detecgdo de IgG e IgG1 para LTA e
LVA foi baixa e ndo significativa. Entretanto, uma positiva e significativa correlagdo foi
observada entre IgG e IgG2 empregando ambos os antigenos. Estudos prévios também
mostraram a predomindncia de IgG2 durante a fase aguda e subclinica da LVA
(BORDOISEAU et al. 1997, VERCAMMEM et al. 2002, CORDEIRO-DA-SILVA et al.
2003, METTLER et. al. 2005).

A ehrlichiose e a esporotricose caninas sdo importantes diagndsticos diferenciais de
LVA e LTA, respectivamente, devido aos achados clinicos e epidemiologicos similares. No
Rio de Janeiro ha uma elevada prevaléncia de caes infectados por E. canis (MACIEIRA et
al. 2005) e por Sporothrix schenckii (SCHUBACH et al. 2008).

O diagnostico sorologico tem sido utilizado para diferenciar LVA de ehrlichiose
(SANCHEZ VISCONTI; TESOURO DIEZ, 2001). LLERA et al. (2002) ndo observaram
reacdo cruzada entre soros de cdes infectados por E. canis e L. infantum. Entretanto, nesse
estudo, verificamos reatividade cruzada por ELISA, principalmente para a deteccdo de
IgG1 e também pela IFI, fato também observado por FERREIRA et al. (2007).

Foi verificada uma taxa de 2,9% falsos-positivos no ELISA para a detec¢cdo de IgG
empregando antigenos de L. (V.) braziliensis em cdes com esporotricose. Para a
discriminagdo entre esporotricose € LTA, de acordo com DOS SANTOS et al. (2007), ¢
fundamental a demonstragdo do agente etioldgico, devido a reatividade cruzada comumente
observada nos testes sorologicos. Essa reatividade também foi observada na IFI e no
ELISA empregando L. major em pacientes humanos com esporotricose (BARROS et al.
2005).



Analisando as reatividades no “immunoblotting”, foi verificado que os resultados
corroboraram com os encontrados no ELISA. Observou-se que a detecgdo de I1gG2 no
“immunoblotting” ndo tem vantagens sobre IgG pois a reacdo foi similar, tanto com L. (V)
braziliensis quanto com L. (L.) chagasi. Essa observacao também foi relatada por
SOLANO-GALLEGO et al. (2001) e FERNADEZ-PEREZ et al. (2003). Muitos autores
relataram que IgG2 corresponde a reatividade total (BORDOISEAU et al. 1997, HARRUS
et al. 2001, VERCAMMEM et al. 2002, CORDEIRO-DA-SILVA et al. 2003).
Contrapondo esses achados, INIESTA et al. (2007) observaram que o reconhecimento de
fracdes polipeptidicas reconhecidas entre 1gG2 e IgG1 foi semelhante. E ainda, MENDES
et al. (2003) e QUINELL et al. (2003) observaram que a subclasse IgG1 ¢ predominante
em animais naturalmente infectados.

A reatividade no “immunoblotting” foi semelhante nos grupos de cdes com LVA e
LTA para a detecgdo de IgG e IgG2, ou seja, identificaram as mesmas proteinas. Para
BRITO et al. (2000), a distingdo clara entre LTA e LVA também nao foi possivel e ainda,
de acordo com VALE et al. (2009), as espécies de Leishmania apresentam uma homologia
genética que varia de 69 a 90%. Entretanto, LEGRAND et al. (1987) descreveram a
reatividade com a proteina de 72kDa de L. (V.) braziliensis por pacientes de LTA a qual
ndo foi reconhecida por soros de LV. Corroborando com os achados desse estudo, VALE et
al. (2009) observaram que a diferenca entre a reatividade de animais com presenga e
auséncia de sinais clinicos de LVA, também foi minima. Mas contrapondo a esses achados,
DA COSTA et al. (1996), relataram que o “immunoblotting” pode ser utilizado para
diferenciar caes com LV sintomaticos de assintomaticos.

As fragdes de proteinas antigénicas reconhecidas por amostras de soro pela técnica
de “immunoblotting” variam com as diferentes cepas de parasitas (JAFFE et al., 1990).
Segundo INIESTA et al. (2007), a infeccdo por L. infantum ¢& caracterizada pelo
reconhecimento de fragdes polipeptidicas de baixo peso molecular. Proteinas com peso
molecular variando de 14, 16, 18, 44 ¢ 21, 23 e 31kDa tém sido descritas em caes e
humanos com LVA (NEOGY et al. 1992, MARY et al. 1992, MARTY et al. 1994,
MARTY et al. 1995) e as bandas de 12 e 14kDa foram consideradas por AISA et al. (1998)
uteis para serem detectadas antes do aparecimento dos sinas da doenga. MANCIANTI et al.
(1995), observaram que antigenos de 30 e de 73kDa foram reconhecidos por todos os soros
de caes com LV.

Poucos antigenos especificos de L. (V.) braziliensis foram descritos na literatura (72
kDa, 47 a 54kDa, 25kDa e de 17 a 24kDa) (SILVEIRA et al. 2001). Segundo ALMEIDA et
al. (2005) IgG1 e IgG2 reconheceram os polipeptideos do antigeno de L. (L.) chagasi com
reacdo mais intensa em 61 e 36kDa para [gG1 e em 26, 21, 18 e 14kDa para [gG2.

Neste estudo, as bandas mais reconhecidas foram as do grupo de 24 a 30kDa, com
ambos os antigenos. Esse grupo de bandas foi caracteristico dos infectados por Leishmania
sp. e foi reconhecido tanto por IgG quanto por IgG2 presente quase na totalidade dos soros
dos grupos de LVA e de LTA (60 a 85%). Todos os soros desses grupos reconheceram pelo
menos duas bandas desse intervalo. Esse reconhecimento também foi observado com IgG1
com ambos os antigenos. Entretanto, o reconhecimento de fragdes de L. (L.) chagasi foi
mais frequente no grupo de LVA. INIESTA et al. (2007), denominaram este grupo de
bandas de 24 a 31kDa como familia AG24 e o relacionaram com a presenca de
sintomatologia. LASRI et al. (2003) também observaram que os soros de cdes com LV
sintomadticos reagiram com a banda de 26kDa de L. infantun. COUVREUR et al. (1997)
caracterizou esse grupo de bandas como uma familia multi-antigénica de seis a nove



membros, que ndo foi identificada nos soros negativos de area endémica (MARY et al.
1992). Alguns autores relataram que a identificacdo dessas fragdes, particularmente de 28 e
32kDa, podem ser marcadores de infec¢do ativa (DA COSTA et al. 1996).

Esse conjunto de proteinas foi também o mais frequentemente reconhecido por
soros de cdes com LTA empregando L. (V.) braziliensis (BRITO et al. 2000) e soros de
caes com LVA empregando L. (L.) chagasi (EVANS et al. 1989). Os antigenos de 29 a 32
também foram reconhecidos por animais infectados soro-negativos (antes da
soroconversao) (DE PAULA et al. 2003), fato que poderia colaborar para o diagnostico
precoce da infeccdo. Outra banda importante foi a de 16kDa, pois foi reconhecida neste
estudo, apenas por amostras de animais infectados por Leishmania sp. MARY et al. (1992)
também observaram que o reconhecimento da banda de 16kDa de L. infantum em pacientes
de LVA foi constante ¢ BRITO (1999) declarou que além da presenca do antigeno solivel
de 27 e 30kDa isoladamente ou em combinagdo com outras bandas e a presenca de
reatividade principalmente na banda de 16kDa, também reforcam o diagndstico.

Com antigeno de L. (V.) braziliensis poucas bandas foram reconhecidas por IgG e
IgG2, especialmente de animais com esporotricose. GONCALVES et al. (2002)
verificaram o reconhecimento inespecifico nas bandas de 63 e 58kDa, empregando L. (V.)
braziliensis, por amostras de soro de pacientes com Doenga de Chagas e doenga auto-
imune. Nesse caso, as bandas mais imunorreativas nos grupos controle foram as de 56 e
60kDa. A semelhanga entre o reconhecimento de fracdes antigénicas de L. (V.) braziliensis
entre o grupo de LTA e de esporotricose permite o estudo de analogias antigénicas entre as
espécies, para entdo se estudar antigenos responsaveis pela reatividade cruzada nos testes
sorologicos comumente relatados na literatura (BARROS et al. 2005, DOS SANTOS et al
2007). Além disso, a presenca de alguns determinantes antigénicos semelhantes podem
estar contribuindo para a reatividade cruzada e entre LTA e esporotricose.

Os achados obtidos permitem a identificacdo de fragdes antigénicas especificas para
o diagnostico de infec¢do por Leishmania sp., o que poderia contribuir para a melhoria dos
métodos de diagnosticos pré-existentes. Comparando-se a reatividade de ambos os
antigenos, verificou-se que com antigenos de L. (V.) braziliensis os resultados apresentaram
uma reatividade cruzada mais elevada, detectada por IgG e IgG2 de soros controles. Desse
modo, o emprego de fracdes de L. (L.) chagasi tornou o teste mais especifico quando
comparado ao emprego de L. (V.) braziliensis, sugerindo que o antigeno bruto de L. (L.)
chagasi poderia ser utilizado para diferenciar animal infectado por Leishmania sp. dos que
apresentam um dos diagnosticos diferencias (esporotricose, ehrlichiose) e ainda, dos ndo
infectados (saudaveis), tornando desnecessaria a purificagdo antigénica para este fim.

De um modo geral, nos artigos publicados sobre o tema, a selecdo das amostras ndo
foi adequada, comprometendo a interpretacdo dos resultados. Neste estudo, os grupos
foram cuidadosamente definidos e caracterizados, o que possibilitou maior credibilidade
nos resultados encontrados.



7. CONCLUSOES

ii.

iii.

1v.

Na técnica de ELISA para o diagndstico de LTA e LVA canina, os
parametros de acurdcia para a deteccdo de IgG e IgG2 foram elevados e
semelhantes. Entretanto, IgGl apresentou  baixa acuracia,
independentemente do antigeno empregado.

O emprego do antigeno homologo elevou a média de densidade dtica para a
detec¢do de IgG e melhorou o desempenho dos testes, permitindo a
discriminacdo entre a maioria dos casos de LTA e de esporotricose, ¢ ainda
entre caes infectados por L. (L.) chagasi (sintomdticos e assintomaticos) e
caes com ehrlichiose.

O reconhecimento antigénico por amostras de soro do grupo de cdes com
LTA e LVA foi semelhante, apresentando diferenca apenas na intensidade
da reacdo, independente do antigeno empregado.

A técnica de “Immunoblotting” com antigeno de L. (L.) chagasi apresentou
bons resultados na discriminagdo entre casos de leishmaniose e controles,

podendo ser indicada para esta finalidade.
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