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RESUMO

AVALIAGAO DE ANTIGENOS RECOMBINANTES VISANDO o
DESENVOLVIMENTO DE TESTE IMUNODIAGNOSTICO PARA LEISHMANIOSE
VISCERAL. MARCO ANTONIO ARAUJO SILVANY. [INTRODUGAO] Como a
leishmaniose visceral (LV) ocorre principalmente em areas onde os servicos
de saude sao pouco desenvolvidos, o seu diagnostico baseia-se
principalmente no exame clinico, podendo ela ser confundida com outras
doencas. Este estudo tem como objetivo a avaliagdo de antigenos
recombinantes (rAg) visando o desenvolvimento e a validagdao de um “kit” para
imunodiagnodstico da leishmaniose visceral, que seja simples, barato e possa
ser aplicado em condigoes precarias. O sistema a ser desenvolvido baseia-se
no uso concomitante de miltiplas proteinas recombinantes. [MATERIAL E
METODOS] Varios rAg foram clonados e alguns deles foram analisados para o
uso em sorodiagnéstico em 93 soros de pacientes com leishmaniose visceral,
selecionados clinicamente e com diagnostico confirmado parasitologicamente.
[RESULTADOS] Um total de oito rAgs foi avaliado. Todos os soros de LV
reconheceram pelo menos um dos rAgs, sendo portanto a sensibilidade do
teste para o conjunto de antigenos, testados isoladamente, de 100%. A
especificidade do teste para o conjunto de antigenos, avaliada bem
preliminarmente em um total de 36 soros controle (de individuos sem
leishmaniose), foi também de 100%. Nesta dissertagao é descrita também uma
maneira simples de identificar em bibliotecas de DNA exatamente rAgs que
vao aumentar a sensibilidade de um ensaio imunodiagnéstico. [PALAVRAS-
CHAVE] imunodiagnéstico; antigenos recombinantes; Leishmania chagasi.




ABSTRACT

RECOMBINANT ANTIGENS EVALUATION TO AIM THE DEVELOPMENT OF
IMMUNODIAGNOSTIC ASSAY FOR VISCERAL LEISHMANIASIS. MARCO
ANTONIO ARAUJO SILVANY. [INTRODUCTION] Since visceral leishmaniasis
(VL) occurs in areas where health services are scarce, its diagnosis is based
mainly on clinical examination, making possible it to be confounded with other
diseases. The objective of this study is to evaluate recombinant antigens (rAg)
aiming at developing and validating a kit for immunodiagnosis of the visceral
leishmaniasis that were simple, cheap and could be put into practice under
precarious conditions. The system to be developed is based on the
concomitant use of multiple recombinant proteins. [MATERIAL AND
METHODS] Several recombinant antigens have been cloned and analysed in
order to be used in serodiagnosis with reference to the antibody detection in
93 sera of patients with visceral leishmaniasis, clinically selected and with
diagnosis parasitologically confirmed. [RESULTS] A total of eight rAgs were
evaluated. All sera of VL were recognized at least by one rAg, so that the
sensitivity for the group of antigens, isolated tested, was 100%. The specificity,
preliminarily evaluated in a total of 36 control sera (of individuals without
leishmaniasis) was also 100%. This dissertation describes also a simple way to
identify, in genetic libraries, exactly the rAgs that will increase immunoassay
sensibility.

Key words: 1. Inmunodiagnostic; 2. Recombinant antigens; 3. Leishmania
chagasi
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1. INTRODUCAO

1. LEISHMANIOSE: UM BREVE HISTORICO DA DOENCA

Com o advento da teoria microbiana no final do século XIX e no inicio do
século XX, inameras conquistas cientificas foram alcangadas, fomentando o
desenvolvimento de varios campos da pesquisa biomédica. Com a abertura
desse novo cenario, a protozoologia ganha importancia com a descoberta de
protozoarios como agentes de doengas de enorme significado médico-social.

A descrigao de protozoarios conhecidos com o nome de Leishmania data
de 1903 (AKTHAR, 2001). Contudo, o registro de doencas semelhantes a
leishmaniose é muito mais antigo, remontando ao século | d.C., sendo
conhecidas nas Américas desde o ano 400 d.C. (PANDOLPHO, 2001).

Notas de representacdes de lesdes na pele e deformidades faciais tém
sido encontradas na ceramica pré-colombiana do Peru e Equador e datam do
primeiro século depois de Cristo (LAINSON, 1983). Elas sdo evidéncias que as
formas cutidneas e mucocutinea da leishmaniose prevaleciam no Novo Mundo
nesse periodo.

Em 1901, Leishman identificou certos organismos em esfregacos
tomados do bago de um paciente que havia morrido de "febre dum-dum”
(WORLD..., 1998). Ao mesmo tempo, "Dum-Dum”, uma cidade nido muito
distante de Calcuta, foi considerada como "prejudicial a satde" (WORLD...,
1998). A doenca era caracterizada por debilidade geral, febres com episédios
repetitivos e irregulares, anemia severa, atrofia muscular e comprometimento
visceral com inchago excessivo do bago. Inicialmente esses organismos foram
considerados -como tripanossomos, mas em 1903 Donovan os descreveu
como novos seres (AKHTAR, 2001). A ligagao entre esses organismos e o kala
azar foi descoberta eventualmente por Ross, que os chamou de Leishmania
donovani, sendo entao descrito o género Leishmania (GENARO, 1991).

Na América do Sul, a primeira descricao dessa doencga foi feita por
Migone e data de 1911 no Paraguai (CANESE et al., 1998). No Brasil, ela foi
registrada pela primeira vez em 1913 (SAO PAULO, 2001), mas somente em
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1934, apods a’identificagéo de 41 casos, essa doenga passou a despertar
interesse cientifico no pais (MONTEIRO et al., 1994; HINRICHSEN et al., 2001),
sendo que em 1942 ja chegava a um total de 165 casos (ALENCAR, 1956), e
desde entao tem progredido.

2. LEISHMANIOSE: ALGUNS ASPECTOS GERAIS

Leishmanioses sdao doencas parasitarias causadas por protozoarios do
género Leishmania, e estdo provavelmente em segundo lugar em importancia
entre as enfermidades causadas por protozoarios, ficando atras apenas da
malaria (LAINSON; SHAW, 1978). A Leishmania é um microorganismo
digenético (TANNER, 1996), isto significa que ela pode exibir duas formas a
depender do estagio de diferenciagao durante o seu ciclo evolutivo: a forma
amastigota é intracelular e encontrada no hospedeiro vertebrado parasitando
macroéfagos e a outra, conhecida como promastigota, é predominantemente
encontrada no inseto vetor dos géneros Lutzomyia (LAINSON et al., 1983) e
Phlebotomus (GEBRE-MICHAEL et al., 1993), albergada no seu trato digestério.

A infeccao ocorre quando as fémeas do inseto vetor, exercendo a
hematofagia, inoculam as formas promastigotas metaciclicas infectantes no
tecido subcutineo dos hospedeiros mamiferos, onde sao fagocitadas por
macréfagos. Dentro dessas células, os promastigotas diferenciam-se em
amastigotas, que passam a proliferar no interior de fagolisossomos. Assim, a
caracteristica de todas as infeccoes de mamiferos por Leishmania é o
parasitismo intracelular de macréfagos pelas formas amastigotas, sendo estas
as responsaveis pela patogenia das infeccoes (TAYLOR; WILLIAMS, 1992;
LUCENA et al., 1996).

De evolugdao cronica, as leishmanioses apresentam um grande
polimorfismo clinico, variando de formas cutineas frustas até formas viscerais
graves, a depender da espécie e cepa do parasito envolvido e da resisténcia
inata e resposta imune dos hospedeiros (CHANG, 1980). As diferentes

espécies de Leishmania estao associadas a diferentes formas de doenca.
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Existem cinco principais doengas humanas coletivamente conhecidas
como leishmanioses, representando um grupo de patologias variando em
gravidade. Encontram-se manifestagdes cutineas (leishmaniose cutinea ou
botiao do oriente, provocada por Leishmania tropica, Leishmania major,
Leishmania amazonensis e Leishmania braziliensis; leishmaniose
mucocutdnea ou mucosa, geralmente causada por L. braziliensis;
leishmaniose cutanea difusa, causada por L. amazonensis; e leishmaniose
dérmica pos-calazar, causada por Leishmania donovani seguindo-se a cura de
uma leishmaniose visceral inicial) e viscerais (leishmaniose visceral ou
calazar) (ASHFORD, 2000).

A leishmaniose visceral (LV) é mais comumente causada pela L.
donovani, L. infantum e L. chagasi, mas ocasionalmente outras espécies de
Leishmania, tais como L. amazonensis na América Latina (BARRAL et al.,,
1991), L. tropica no Oriente Médio (MAGILL et al., 1993), Africa (MEBRAHTU et
al., 1989) ou Asia (SACKS et al., 1995), sdo isoladas de pacientes com LV
tipica.

Na Asia, a forma visceral da leishmaniose é conhecida sob varias
denominagdes. Na india, onde a enfermidade é causada pela L. donovani,
médicos indianos aplicaram o termo sanscrito kala-azar, que significa "pele
negra"” (referéncia a uma hiperpigmentagao que pode ocorrer no curso da
doenga) para uma antiga doenga definida depois como leishmaniose visceral
(ZIULSTRA; EL-HASSAN, 2001), ou kala-jwar, que quer dizer “febre negra”
(PRASAD, 1999). Naquele pais, a doenga afeta principalmente adultos jovens e,
diferentemente da leishmaniose visceral americana, pode ser seguida por
leishmaniose dérmica pés-calazar (TANNER, 1996). Na China é denominada
pinkwai ou ta-tu-tse-pi que significa aumento de abdomen (ALENCAR, 1978).

Na Europa é conhecida como anemia esplénica infantil, leishmaniose
esplénica infantil, “kalazar infantil” e outras denominagoes de ordem
etiopatogénica. No Brasil, adota-se a expressao de origem indiana, traduzida
para a lingua portuguesa como “calazar” ou “calazar americano” (ALENCAR,
1978).

Lainson e colaboradores (1987) esclarecem que, apesar de todos esses

termos serem usados para descrever a leishmaniose visceral, como também
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doenca de Sikari, febre de Burdwan e doenga de Shabib, o termo usado mais
comumente é calazar.

Na leishmaniose dérmica pos-calazar (PKDL), a face pode ser gravemente
desfigurada (RAMESH; MUKHERLEE, 1995). Essa condigio é rara no
Mediterraneo e América Latina, mas pode ocorrer em 10-20% dos casos na
india (KAR, 1995; SALOTRA et al., 1999b) e em cerca de 50% dos casos de
pacientes tratados no Sudao (ISMAIL et al., 1999; GASIM et al., 2000).

Casos de infeccdo por Leishmania tém sido registrados por todos os
continentes, exceto na Australia. De acordo com Williams (1995), as regides
endémicas da'doenga cobrem uma vasta area do planeta, envolvendo a maior
parte da Africa, india, China, Asia, os paises europeus e africanos da bacia do
Mediterraneo e a maioria dos paises latino-americanos. Dessa forma, as
leishmanioses ocorrem em mais 100 paises tropicais e subtropicais
(ASHFORD, 2000) e contabilizam 100.000 mortes por ano (HOMMEL, 1999).
Com o aumento das viagens internacionais, casos importados de leishmaniose
na populagdo humana e canina tém sido regularmente diagnosticados em
regioes onde a doenga nao é endémica (MATHIS; DEPLAZES, 1995), por
exemplo, em militares norte-americanos que retornaram do Golfo Pérsico
(MAGILL et al., 1993).

Por muitos anos, o impacto das leishmanioses na Saude Publica foi
subestimado, principalmente devido a falta de conhecimento dos seus efeitos
sobre a saude, da sua alta prevaléncia e potencial de disseminagdao. A
incidéncia anual global da doenga esta estimada em 1,5 a 2 milhées de novos
casos por ano, sendo 1-1,5 milhées de casos de leishmaniose cutinea e 500
mil casos de leishmaniose visceral (DESJEUX, 1992), cuja esmagadora
maioria, cerca de 90%, ocorrem em Bangladesh, Brasil, india, Nepal e Sudao
(DESJEUX, 1996; BOELAERT et al., 1999b; HOMMEL, 1999). A Organizagao
Mundial de Saide (OMS) calcula que aproximadamente 350 milhdes de
pessoas estdao expostas ao risco de se infectarem por Leishmania e que 12-13
milhdes ja estao infectadas (WORLD..., 1990; GHEDIN et al., 1997).

Nas Américas, atualmente, a infecgido por Leishmania pode ser
encontrada desde o sul dos Estados Unidos até o norte da Argentina (CANESE
et al, 1998).
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O controle da leishmaniose no Novo Mundo é complicado pela variedade
de diferentes espécies de Leishmania e suas diversas manifestagoes clinicas e
pelo fato que cada parasito tem um U(nico padrio epidemiolégico. Além disso,
em muitas regides de endemicidade nas Américas, duas ou mais espécies do
parasito sdo simpatricas (GRIMALDI; TESH, 1993).

3. ALGUNS ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS E CLINICOS E DISTRIBUIGAO
GEOGRAFICA DA LEISHMANIOSE VISCERAL AMERICANA (LVA)

A LVA é causada pela Leishmania chagasi Cunha e Chagas, 1937
(MONTEIRO et al., 1994), que muito provavelmente é a prépria L. infantum
(MAURICIO et al., 1999).

A LVA é primariamente uma doenga zoondtica em que animais
domésticos ou silvestres, tais como raposa, chacal, roedores e lobos, servem
como hospedeiros reservatérios. Outros animais nas areas proximas podem
tornar-se infectados e eles sio chamados de hospedeiros secundarios ou
incidentais. De todos hospedeiros animais potenciais, acredita-se que os caes
domésticos tém um papel de maior importincia na manutengéo e transmissao
da doenga para os seres humanos devido a intima relagdo entre homens e
caes como animais de estimacao (ARIAS, 1996) e a alta prevaléncia da
infeccdo canina (DIETZE et al.,, 1997). O papel de marsupiais (TRAVI et al.,
1998), burros, camelos e cabras (MUKHTAR et al., 2000) também tém sido
investigado na transmissdao e manutengdo da LV. Leishmaniose felina
provocada por L. infantum foi descrita (OZON et al.,, 1998), mas o papel de
gatos como reservatoérios do parasito é inconsistente.

A leishmaniose visceral na América é semelhante a encontrada no
Mediterraneo (ARIAS et al.,, 1996). De acordo com o seu modelo
epidemiolégico, é primariamente uma doenga de criangas (JERONIMO et al.,
1994), condicdo que ja havia sido identificada por Alencar (1956),
demonstrando que 66% dos casos acontecem dentro dos primeiros quatro
anos de idade e 83 % dentro dos 10 anos de idade. Tal padrao também foi
confirmado para a Arabia Saudita (AL-ORAINEY et al., 1994), Somalia (SHIDDO
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et al., 1995a e 1996), india e Paquistdo, cuja incidéncia da doenca aumentou,
nesse ultimo pais, 10 vezes na ultima década (RAB; EVANS, 1995). Criangas
com menos de cinco anos representam a maioria dos casos estudados no
Mediterrineo e nas Américas (BADARO et al. 1986b; EVANS et al., 1992), na
Africa (SHIDDO et al., 1995b) e na Asia (RAB; EVANS, 1995).

A doenca é de ampla distribuicdo geografica e endémica em varias
regides das Américas, sendo que mais de 90% dos casos de LVA descritos sdo
oriundos do Brasil (GRIMALDI; TESH, 1993; MARZOCHI et al., 1994). Nas
Américas do Sul e Central, além do Brasil, esta presente em pelo menos 11
paises e vem sendo registrada no México (CORDOVA-USCANGA et al., 1993;
MONROY-OSTRIA et al.,, 2000), Nicaragua (DUARTE et al., 1994), Honduras
(NOYES, 1997), Colombia (CORREDOR et al., 1999) e Venezuela (CASTRO;
CHACIN-BONILLA, 2000), com casos apontados também na Argentina, Bolivia,
Paraguai, Peru, Guatemala e El Salvador (DESJEUX, 1991; AGUILAR et al.,
1998; CANESE et al., 1998; MONTOYA-LERMA et al., 1998). Nos Estados
Unidos da América do Norte at¢é o momento s6 foram registrados focos
caninos (SWENSON et al., 1988; EDDLESTONE, 2000).

O endemismo da doenga esta associado a precarias condigoes
econdmicas e sociais das comunidades afetadas, situagoes precarias de
moradia e baixos niveis nutricionais (VIEIRA; COELHO, 1998; THAKUR, 2000).
Ma-nutricio é um importante fator de risco da leishmaniose visceral
(BOELAERT et al., 1999b).

Dados atuais da Fundagdao Nacional de Saide - FUNASA (2000)
confirmam que, no Brasil, as leishmanioses ocorrem em praticamente todos os
estados, e em 17 deles assinala-se a leishmaniose visceral, nos quais sao
registrados cerca de 3.500 novos casos no pais por ano, com uma letalidade
em torno de 10%, indice anteriormente encontrado por Jerénimo e
colaboradores (1994), e desnecessariamente alto para uma enfermidade que
tem tratamento seguro. Marzochi e Marzochi (1994) registraram um aumento da
incidéncia das leishmanioses em todas as regioes geograficas do pais nos
ultimos anos.

Atualmente no Brasil, a LVA apresenta-se em franca expansao, com o
desenvolvimeﬁto de novos focos urbanos e peri-urbanos tendo a doenga ja
alcancado a periferia de Belo Horizonte (MG), Corumba (MS), Natal (RN), Rio de
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Janeiro (RJ), Salvador (BA), Sio Luis (MA) e Teresina (Pl), entre outras (COSTA
et al., 1990; GENARO et al., 1990; GRIMALDI; TESH, 1993; DOS SANTOS et al.
1993; JERONIMO et al., 1994; MARZOCHI et al., 1994; MONTEIRO et al., 1994;
VEXENAT et al., 1994; CUNHA et al., 1995; NASCIMENTO et al., 1996; VIEIRA;
COELHO, 1998). Casos também tém sido detectados em Sido Paulo (SAO
PAULO, 2000). Contudo, a distribuicdo da LV nestas areas nao é uniforme,
estando na maioria das vezes associada a areas de aridez, escassez de
alimentos e a localidades densamente povoadas com ma condigdao sanitaria
(AKHTAR, 2001).

Destaca-se a regiao Nordeste com 90% dos casos, seguida pela regiao
sudeste e centro-oeste e outros poucos estados (MONTEIRO et al., 1994;
ARIAS et al, 1996). Até 1989, 15.000 casos de LVA haviam sido registrados nos
estados de Alagoas, Espirito Santo, Goias, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais,
Para, Paraiba, Pernambuco, Piaui, Rio Grande do Norte, Sergipe, incluindo
Bahia e Ceara (WORLD..., 1998). A doenga é altamente endémica nos estados
da Bahia e Ceara, que eram responsaveis por 70% do total de casos de LVA no
Brasil em 1991 (WORLD..., 1998). No inicio da década de 90, o Estado da Bahia
apresentou maioria dos casos, com uma média de 500 a 600 casos por ano,
principalmente na regidao interiorana semi-arida. Surtos foram descritos
também na regiao litoranea (EVANS et al., 1992; CUNHA et al., 1995).

Mais recentemente, as cidades de Teresina e Sao Luis juntas
contabilizaram entre 40-50% do numero total de casos de LV no Brasil (durante
os anos de 1993 e 1994), o que correspondia a aproximadamente 3.000 casos
por ano (ARIAS, 1996).

Recentemente os focos de LV tém mudado de localidades rurais para as
grandes cidades (JERONIMO et al., 1984), provavelmente como um resultado
da migracdo de trabalhadores rurais de seus lugarejos para esses centros
urbanos, criando favelas densamente povoadas, vivendo em habitagdes
inadequadas, e possuindo, amiide, animais de criagio em seus quintais, os
quais podem ser reservatérios do parasito e/ou servirem como foco de atragao
para o inseto vetor (MUTINGA et al., 1989; XIMENES et al., 1999). As secas que
periodicamente atingem o semi-arido brasileiro ocasionam uma deterioragao
ainda maior das condi¢gées nutricionais e invariavelmente implicam em
aumentos expressivos dos casos humanos de LV (VIEIRA; COELHO, 1998).
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Em um estudo realizado no interior da Bahia em 1993, Oliveira dos Santos
e colaboradores relataram que 83% dos casos de leishmaniose visceral do
municipio de Jequié, encontram-se em areas urbanas.

Apesar d'os esforcos da FUNASA no controle da LVA, a doenga vem
aumentando nos ultimos anos, com uma nova e ameagadora tendéncia a
urbanizagao. Entre os casos notificados anualmente ha razées para acreditar
em um percentual importante de subnotificagao, principalmente nos casos que
nao exibem a forma classica da doenca. Estima-se que as infecgoes
assintomaticas sejam 5-20 vezes mais freqlientes do que as formas clinicas
(HOMMEL, 1999).

A leishmaniose visceral constitui-se, portanto, em um crescente problema
de saude publica, cuja transmissao, inicialmente silvestre ou concentrada em
pequenas localidades rurais (LAINSON, 1983; LAINSON et al., 1983), adquiriu
perigosas feicoes urbanas e ja ocorre em cidades de médio e grande porte, em
area domiciliar ou peri-domiciliar.

A imunossupresséo, causada tanto por medicamentos, como esterdides
(DAVIDSON, 1999), por exemplo, e por outras doengas (PEARSON; SOUZA,
1996), tem sido relacionada como fator desencadeante da LV.

Na literatura, os dados sobre o periodo de incubacdao da leishmaniose
visceral sdo controversos. Para Lesho (1991), Pearson e Sousa (1996), Vecsei e
colaboradores (2001), ele é longo, variando de seis a oito meses. Contudo,
esse tempo de incubagao pode ser tao curto como 24 horas (THAKUR et al.,
1981) ou 10 dias (ABINZANO et al., 1997), ser de dois anos (DAVIDSON, 1999)
ou durar até quatro anos (NETO, 1978), mas o periodo normal parece ser de
dois a seis meses (ALVAR et al., 1997). Se ndo houver tratamento, a doenga
sera fatal (WILSON; STREIT, 1996). Os sintomas e sinais clinicos na LV variam
individualmente e de acordo com a regido geografica e representam um
espectro da doenca que tem muitas manifestagées (GRIMALDI; TESH, 1993).
Em uma extremidade estio os pacientes com a leishmaniose visceral classica,
que apresentam febre, perda de peso, hepatoesplenomegalia, anemia,
leucopenia e hipergamaglobulinemia e que tém uma doenga com evolugéio
prolongada, com sinais de desnutricao protéico-calérica, abdémen protuso,
alteragées de pele, cabelos quebradigos e cilios alongados (SAO PAULO,

2000). A doenga comeca de forma insidiosa e tem um curso cronico (KAR,
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1995). Essas manifestagdes clinicas da leishmaniose visceral refletem o
desequilibrio entre a multiplicacdo dos parasitos nas células do sistema
fagocitico mononuclear e a resposta imunitaria do individuo, e as altera¢Ges
degenerativas desse processo (FUNDAGAO..., 2000).

No outro extremo da doenca estio as pessoas com infecgoes
assintomaticas, ou de resolugio espontanea, por L. donovani, L. infantum ou
L. chagasi. A proporgio de infecgdes de resolucao espontinea em relagao as
que resultaram em LV classica varia geograficamente e com a idade do
individuo; existem registros a partir de 6,5:1 até 18:1 no nordeste do Brasil
(BADARO et al., 1986b; EVANS et al., 1992); em Israel ela é muito maior
(EPHROS et al, 1994). Embora muitos individuos infectados nao exibam
manifestacées clinicas da doenca, ou mesmo apresentem quadros atipicos
(HERNANDEZ et al., 1999), alguns experimentam sintomas brandos antes de
progredirem para a forma classica da doenga ou para cura espontanea
(BADARO et al., 1986a; ABRAMSON et al., 1995).

Desse modo, observa-se que muitos dos individuos infectados
apresentam forma inaparente ou oligossintomatica da infec¢do, e que o
nuamero de casos graves ou com o cortejo de sintomatologia manifesta é
relativamente pequeno em relagio ao de infectados.

A LV pode ser complicada por sérias infecgoes bacterianas secundarias
tais como a pneumonia, disenteria ou tuberculose pulmonar, que na maioria
das vezes contribuem para a alta taxa de mortalidade dos pacientes com LV.
Outras complicagoes, apesar de raras, sido a anemia hemolitica, danos renais
agudos e severa hemorragia de mucosas (WORLD..., 1998).

Embora les6es na pele nio ocorram normalmente, foi recentemente
demonstrado que infecgdes cutineas com espécies tradicionalmente
associadas com doenca visceral sao possiveis (REED, 1996) e muitos destes
casos tém sido associados com a co-infecgao por HIV (WILLIAMS, 1995).

A partir da década de 80, a literatura tem apresentado registros, no
Ocidente, do aumento da incidéncia de LV em adultos infectados com o virus
da imunodeficiéncia humana (BADAR(’) et al., 1986c). Essa infecgao
concomitante por HIV também aumenta a probabilidade do desenvolvimento
de uma LV progressiva em criangas (ALVAR et al., 1997).
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A LV emergiu como uma importante infec¢cdo oportunista em pessoas
contaminadas por HIV principalmente no sudoeste europeu (JIMENEZ et al.,
1995; MURRAY, 1999), em paises como Portugal, Espanha, Franca e Italia
(DESJEUX, 1999), mas também em outros continentes, como na Asia, Africa e
América do Sul (inclusive no Brasil) (BORGES et al., 1999; DESJEUX, 1999;
SAO PAULO, 2000). Essa co-infeccdo tem surgido como resultado da
sobreposigido geografica de regides endémicas para leishmaniose visceral e
para AIDS (MURRAY, 1999), seja pela disseminacao da AIDS em areas rurais e
da leishmaniose visceral em areas urbanas (SAO PAULO, 2001), ou ainda pela
sua extensio para as camadas mais pobres da populagdo (SAO PAULO, 2000),
o que nos faz supor que a prevaléncia da co-infecgao LV-HIV venha a aumentar
nos proximos anos (ALVAR et al., 1997; BORGES et al., 1999).

A LV pode manifestar-se em uma forma atipica em pessoas com infecgao
por HIV (FORMIGA-RAMOS et al., 1994; VICANDI et al., 2000). Contudo, nem
todos os individuos concomitantemente infectados por HIV e Leishmania sao
sintomaticos (MURRAY, 1999). Grande nimero de casos de LV tem sido
registrados em pessoas imunocomprometidas por reativacdo de doenca
pregressa (PEARSON; SOUZA, 1996; SAO PAULO, 2000), ou depois de
transplantes de 6rgaos (BERENGUER et al.,, 1998; FRAPIER et al., 2001). A
deplecido de células CD4" induzida pelo HIV pode modificar alguns aspectos
clinicos da LV, incluindo a resposta ao tratamento e a propensao a recidiva
(ALVAR et al., 1997). Assim, discutem-se as possibilidades de que os casos de
leishmaniose em co-infeccdo com HIV sejam decorrentes de infeccoes
primarias que se disseminaram em conseqiiéncia da imunossupressiao
induzida pelo HIV, ou resultem de reativagdes de infecgoes latentes (ALVAR et
al., 1997; BORGES et al., 1999).

A predominancia dos casos de co-infeccdo em grupos de usuarios de
drogas (WORLD..., 1998), levou Alvar e Jimenez (1994) a postular uma relagdo
de transmissao direta inter-humana através de troca de seringas. Essa
hipétese foi fundamentada por pelo menos dois outros argumentos: (1), Alvar
e colaboradores (1997) relatam que parasitos podem ser isolados do sangue
periférico de pacientes no diagnéstico inicial, portanto pacientes co-infectados
abrigam Leishmania circulantes no sangue; (2) Campino e colaboradores

(1994) encontraram Leishmania donovani MON-18 infectando paciente com HIV
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que havia partilhado agulha ou seringa com outros usuarios de drogas, em
regido onde apenas L. infantum era presente. Resultados similares também
foram descritos por Dedet e Pratlong (2000), ou seja, espécies particulares ou
zimodemas de Leishmania foram referidas fora da regiao onde elas séao
habitualmente endémicas.

Também tem sido apresentados casos na India de co-infeccido entre
leishmaniose visceral e malaria (BHATTACHARYYA; HATI, 1995; NANDY et al.,

1995), contudo a importancia dessa relagdo ainda nao foi esclarecida.

4. ALGUNS ASPECTOS DA IMUNOLOGIA E DA PATOGENESE DA
LEISHMANIOSE VISCERAL HUMANA

No hospedeiro com LV, a Leishmania ndo esta confinada aos macréfagos
do sitio da infecgdo. A doenca resulta de uma infecgao sistémica do sistema
reticulo-endotelial (SRE) e o parasito pode ser encontrado em macréfagos na
maior parte desse sistema (PINELLI et al., 1994; WILLIAMS, 1995). As
conseqiiéncias, evolucido e severidade da infeccdo por Leishmania em
mamiferos dependem amplamente da resposta imune do hospedeiro,
particularmente do microambiente pré-existente de citocinas (MOSMANN;
COFFMAN, 1989; BARRAL-NETTO, 1992; BARRAL-NETTO et al., 1998), que por
sua vez pode depender da constituicido genética, de fatores do parasito
(viruléncia da cepa e tamanho do indéculo) e do vetor (CHANG, 1980;
GRIMALDI; TESH, 1993; KHARAZMI et al., 1999; VICANDI et al., 2000).

Quando o hospedeiro é infectado por um parasito, segue-se o
estabelecimento de uma intima relagio entre os dois, os quais passam a
funcionar como um novo organismo complexo (TANNER, 1996). Como parasito
intracelular obrigatério (GRIMALDI, 1982; MARZOCHI; MARZOCHI, 1994), a
Leishmania dispoe de estratégias complexas para evadir dos mecanismos de
defesa do hospedeiro postos em agido em diferentes momentos da infecgao da
célula do hospedeiro. Esses mecanismos de defesa ocorrem:

a. antes da penetragio na célula — processos mediados pelo

complemento (McCOY et al., 1998; BRITTINGHAM et al., 2001);
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b. durante e logo apds a penetragcdao na célula — efeito toxico dos
metabodlitos de oxigénio produzidos durante a explosao respiratéria
induzida pelo macréfago (EREL et al., 1999);

c. apos a penetracao na célula — efeitos nao-oxidativos das
hidrolases lisossomais ou do 6xido nitrico (MAUEL; RANSIJN, 1997;
EREL et al., 1999).

O lipofosfoglicano (LPG) é o principal glicoconjugado de superficie de
Leishmania, esta envolvido na entrada e ancoramento do parasito ao
macréfago e atua promovendo efeitos inibitéorios diretos sobre enzimas
lisossomais e enzimas hidroliticas dessa célula hospedeira (PRASAD, 1999).
Importante papel também tem sido atribuido a moléculas excretadas-
secretadas peio parasito, que facilitam a sua penetragdao no macréfago como
também sua sobrevivéncia intracelular (CIBRELUS et al., 1999). Barral-Netto e
colaboradores (1992) relataram que macréfagos infectados pela Leishmania
amazonensis produzem grandes quantidades de fator de crescimento e
transformacao beta (TGF-B), que inibe a fagocitose do parasito. Resultado
semelhante ocorre também como conseqiiéncia da ligagao de anticorpos do
hospedeiro a superficie da Leishmania, induzindo a produgio de interleucina
10 (IL-10) pelos macréfagos, o que inibe a ativagdo dos mesmos e diminui a
sua producao de IL-12 e fator de necrose tumoral alfa (TNF-o) (KANE;
MOSSER, 2001).

O sistema fagocitico mononuclear (SFM) responde a invasdao dos
parasitos com intensa prolifera¢ao celular, resultando no aumento do volume
dos 6rgaos ricos em células do SFM (hepatoesplenomegalia) (MICHEL et al.,
1988). No figado, células de Kupffer e ocasionalmente hepatécitos sao
parasitados e no bago ocorre uma maci¢ca hiperplasia do SRE; exames
histolégicos mostram graus variaveis de formagdo de granulomas, e a
inflamacgao intersticial pode conduzir a fibrose (SHAHI et al., 1998).

Ocorre elevagao da fragao globulina no plasma (GRIMALDI; TESH, 1993).
As imunoglobulinas resultantes da diferenciagcao plasmocitaria nao sao todas
especificas contra o parasito, algumas sao autoanticorpos (ARGOV et al,
1989), especiaimente fator reumatdide (SHAHI et al.,, 1998), podendo ser o
resultado de uma ativagdo policlonal (GALVAO-CASTRO et al., 1984). O
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sistema complemento é ativado e imunocomplexos, comumente contendo IgM,
circulam em titulos altos (CARVALHO et al., 1983; GALVAO-CASTRO et al.,
1984; SHAHI et al.,, 1998). A medula d6ssea sofre atrofia dos elementos
hemoformadores (CORTES et al., 1997), ja que as células sdo desviadas para
combater o parasitismo através de sua fun¢dao macrofagica. Surge entdo um
quadro hematolégico representado por pancitopenia, mais especificamente
leucopenia, anemia e tendéncia hemorragica, devida a baixa das plaquetas
(PRASAD, 1999). A destruicao celular acarretada pelos parasitos provoca febre
com comprometimento do estado geral do individuo infectado (SAO PAULO,
2000). Durante o periodo ativo da doenga observa-se a negatividade do teste
de Montenegro (hipersensibilidade do tipo retardado), que se torna positivo
dentro de alguns meses apds o tratamento eficaz, enquanto declinam os niveis
de anticorpos séricos (GENARO, 1991).

A progressao da LV esta relacionada com uma pequena proliferagdo de
linfécitos e reduzida producgao de IL-2, IFN-a. e IL-12 por linfécitos periféricos
quando estimulados in vitro por antigeno de Leishmania (CARVALHO et al.,
1985; CARVALHO et al., 1992; BACELLAR et al., 2000). Esses dados, obtidos a
partir de pacientes brasileiros com LV, foram também encontrados em casos
indianos de LV (HALDAR et al., 1983).

Resumidamente, a resisténcia do hospedeiro esta associada com a
ativacdo de células do tipo T helper (Th) CD4" do grupo 1, que se caracterizam
pela secre¢dao de um padrao muito distinto de citocinas, como por exemplo, a
IL-2 e 0 IFN-'Y: Células Th1, além de estimular a produgdao de anticorpos da
classe 1gG2a, que sao efetivos na ativagio do complemento e na opsonizagao
de células para fagocitose, podem promover uma reagio de hipersensibilidade
tardia (DTH) e ativarem macréfagos para destruir Leishmania. Por outro lado,
as infecgdes progressivas e fatais estdo correlacionadas com a ativagdo da
resposta de células CD4" Th2, que mediam a resposta humoral, inibem a
ativacdo de macréfagos, produzindo IL-4 (que estimula a produgido dos
anticorpos IgE e IgG1), IL-5 (um fator de ativagdo de eosinofilos), IL-6, IL-10 e
IL-13, entre outras citocinas (ROMAGNANI, 1991), e TGF-8, responsavel por
atividades antiinflamatdérias, como a inibicio de macréfagos e outros
leucécitos (BARRAL-NETTO et al., 1992). Essa dicotomia Th1/Th2 na resposta



29

de células T aos antigenos de Leishmania existe tanto na leishmaniose
humana (KHARAZMI et al., 1999) quanto no modelo murino da leishmaniose
cutanea (NOORMOHAMMADI et al., 2001).

Basicamente, o sucesso da infeccao dependera da resposta desenvolvida
pelo hospedeiro vertebrado, pois a exarcebagao de uma resposta do tipo Th2
em detrimento de um padrao Th1, a presenga de uma imunossupressao
antigeno-especifica durante a fase aguda (CARVALHO et al., 1989), a
desativacdo de macrofagos por agdo de citocinas (BARRAL-NETTO et al.,
1992), e o aumento de IL-10 mesmo em presenca de IFN- (KARP et al., 1993;
GHALIB et al., 1993), levam o hospedeiro ao fracasso no controle da infecgao.

Contudo, a producao diferencial de citocinas derivadas de células Th1 ou
Th2 nao influencia a taxa de cura induzida por vacina na leishmaniose visceral
murina (KAYE et al., 1991). Mensagem para IL-4 também foi detectada em
células mononucleares do sangue periférico de pacientes com LV (CARVALHO
et al., 1994), e essa citocina foi encontrada no soro desses pacientes (KEMP et
al., 1993). Além disso, células T de pacientes recuperados de LV mostram um
padriao misto de produgao de IFN-y e IL-4 (KHARAZMI et al., 1999), e de IFN«y
com [L-10 durante a fase ativa da doenga (GHALIB et al., 1993; KARP et al.,
1993; CILLARI et al., 1995). Esse ultimo registro confronta os dados obtidos
por Carvalho e colaboradores (1985 e 1992) e Bacellar e colaboradores (1991 e
2000), que descreveram a auséncia ou niveis significativamente baixos de IFN-
y e IL-2 durante a fase ativa da doenca, condicao revertida apés quimioterapia.
A existéncia deste conflito reforca a opinido que o papel atual da rede de
citocinas na leishmaniose humana necessita ser mais bem definido (BARRAL-
NETTO et al., 1998).

5. DIAGNOSTICO DA LEISHMANIOSE VISCERAL

Métodos que permitam que as infecgcbes sejam corretamente
diagnosticadas sao pré-requisitos para um controle efetivo da doenga, assim a

necessidade de boas ferramentas diagndsticas é grande. E isto nao se justifica
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apenas para uso em areas endémicas, mas também para um correto
diagnoéstico em pessoas com passagem por essas regioes.

A grande incidéncia anual da LV parece motivar a busca de estratégias
gque permitam, com seguranga, determinar a ocorréncia de infecgcao provocada
pela Leishmania chagasi.

Os métodos diagndsticos para a leishmaniose podem ser classificados

em:
a. Diagnéstico clinico.
b. Diagnéstico parasitolégico pela demonstracao dos parasitos.
C. Métodos sorolégicos e imunoldgicos, através da deteccdao de

anticorpos ou antigenos.

d. Técnicas usando DNA de cinetoplasto (kDNA) ou DNA
complementar (cDNA).

Por limitagdes econémicas, o diagnéstico da LVA muitas vezes baseia-se
exclusivamente em critérios clinicos e sorolégicos (COSTA et al., 1990; AZAZY
et al., 1997).

A discussdo seguinte ira tentar sublinhar alguns problemas com o
diagnédstico da leishmaniose visceral e focalizara os pontos que parecem ser
mais promissores na direcido do desenvolvimento de testes diagnésticos
rapidos, baratbs, sensiveis e especificos. Detalhes aprofundados das técnicas
fogem dos objetivos desta revisao.

Como a LV é encontrada principalmente em comunidades carentes e em
areas rurais de paises subdesenvolvidos, é imperativa a disponibilidade de

testes diagndsticos baratos e confiaveis.

5.1. Diagnéstico clinico

O diagnéstico preliminar é baseado nos sintomas e sinais cardinais da
LV, tais como esplenomegalia, hepatomegalia e febre alta irregular. Contudo
esses sintomas considerados isoladamente nao sdao adequados para
diferenciar LV de outras condigcées similares tais como a malaria, febre

recorrente, abscesso hepatico e tripanossomiase. De acordo com a FUNASA
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(2000) somam-se a essas entidades outras patologias: brucelose, febre tiféide,
esquistossomose hepatoesplénica, linfoma, mieloma multiplo, anemia
falciforme, etc. Assim, o diagndstico clinico da LV é complicado pelo fato de
que seus sinais e sintomas confundem-se com aqueles de um grande numero
de outras doencgas infecciosas.

Mesmo que o paciente apresente o quadro classico da doenga, o
diagnoéstico clinico deve estar amparado em outros testes adequados. Reed
(1996) relata a ocorréncia de caso em crianca de area endémica que foi
diagnosticada de forma errada, baseado na detec¢cao microscopica de
organismos intramacrofagicos, que quando tratada com antimoniais, morreu
de infecgao fungica.

5.2. Diagndstico parasitolégico

Muitas pessoas preferem os métodos parasitolégicos em relagao aos
métodos soroldgicos, especialmente em individuos de areas endémicas, onde
as populagdes estiao potencialmente expostas as diversas espécies do género
Leishmania, assim como a outros patogenos tais como Trypanosoma cruzi, T.
rangeli, Plasmodium sp, Brucella abortus e ao Mycobacterium tuberculosis,
cujos antigenos mostram reatividade cruzada com antigenos das espécies de
Leishmania visceralizantes (JAFFE et al., 1984; SCOTT et al., 1991; TEIXEIRA;
VEXENAT, 1996). Desta forma, considera-se que o diagnéstico s6 é conclusivo
com a evidenciagao do parasito (GRIMALDI; TESH, 1993; SUNDAR et al., 1998;
ASHFORD, 2000). Contudo, o diagnéstico parasitolégico requer a realizagao de
procedimentos invasivos — pungdes de bago ou de medula 6ssea. Estes
procedimentos implicam em altas taxas de risco e/ou em dor para o paciente, e
exigem (no caso da pung¢ao de bacgo) a existéncia de uma equipe cirurgica de
plantao, pois em muitos pacientes com LV existe um risco aumentado de
hemorragia (OREN et al, 1991). Além disso, na maioria das vezes, quando o
parasitismo é raro, fazem-se necessarias técnicas demoradas de cultivo
celular (SIDDIG et al., 1988).
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Por outro lado, além das dificuldades técnicas que experimentam os
modestos hospitais rurais para a realizacao desses procedimentos, a escassez
de amastigotas no aspirado de medula de muitos pacientes complica a
confirmagao p'arasitolégica nos casos em que o individuo se encontra na fase
inicial da doenga (EL-MASUM et al., 1995), o que torna a sensibilidade dessa
abordagem bastante baixa e, portanto, inadequada para estudos

epidemioldgicos.
5.2.1. Biopsia de bago e figado

A observacdao de parasitos no bago e figado é o mais exato método
disponivel para determinar infeccées por Leishmania, contudo ele é
controverso por causa dos riscos e complicagoes (WILLIAMS, 1995). Noventa e
cinco por cento dos casos ativos mostram parasitos nos aspirados esplénicos
ou de figado (SHAHI et al., 1998). Parte do aspirado esplénico pode ser usado
para fazer esfregacos para exame direto ao microscopio e o restante deve ser
cultivado, por' exemplo, em meio Novy-MacNeal-Nicolle (NNN) ou meio de
Schneider suplementado com 10 % v/v de soro bovino fetal. Contudo, apesar
da cultura de parasitos certamente ter valor em mios qualificadas, este
método leva uma semana ou mais para produzir resultados.

O material da biépsia do figado é menos apropriado do que o de baco
para a demonstracao de parasitos ao exame direto ou em cultura, sendo os
amastigotas observados nas células de Kupffer no sistema porta. Siddig e
colaboradores (1988) encontraram que o aspirado esplénico é mais adequado
do que as pungdes de medula 6ssea ou de linfonodo, que apresentaram
sensibilidade variando entre 54% a 86% para a detec¢cdo de amastigotas em
esfregaco de tecido corado ou de promastigotas em cultura (SIDDIG et al.,
1988).

5.2.2. Pung¢ao de medula 6ssea e linfonodo
Pungao do esterno ou cristas iliacas é um método de obtencio de medula

infectada, porém doloroso. Essa técnica também é menos capaz de evidenciar

parasitos em exame direto do que a pun¢dao no baco (WILLIAMS, 1995).
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Contudo, a cultura de medula fornece resultados positivos em até 80% dos
casos. A puncao de linfonodo apresenta resultados positivos em 60% dos
casos. Ela é realizada em qualquer linfonodo aumentado e o material obtido é
submetido tanto a exame direto quanto a cultivo, para melhorar as chances do
diagnéstico.

5.2.3. Cultura de células sangiiineas

Encontrar Leishmania no sangue é possivel algumas vezes, em pacientes
com LV na india (SARAN et al., 1997), em metade dos pacientes usuarios de
drogas injetaveis co-infectados com Leishmania e HIV (ALVAR et al., 1997), e
em casos de severo imunocomprometimento (SHAHI et al., 1998). O sangue
com anticoagulante é centrifugado a 2.000 g por 10 min e a camada de células
brancas é removida e usada para preparar esfregagos e inocular culturas. Os
amastigotas podem ser encontrados dentro e ao redor dos macroéfagos. O
volume usado para inocular a cultura é importante, uma a trés gotas da papa
de leucécitos sobre meios NNN ou de Schneider dao bons resultados
(WILLIAMS, 1995). Considera-se que o diagnéstico definitivo por este método
s6 pode ser feito se tanto o nicleo quanto o cinetoplasto sdo vistos no
parasito, pois podem aparecer muitos outros corpos, como artefatos e outros
microorganismos, que tem superficialmente aspecto de amastigotas, o que

acaba diminuindo a viabilidade desse procedimento diagnéstico.

5.3. Diagnéstico sorolégico

O unico recurso disponivel para confirmar o diagnéstico clinico da LV
nos hospitais da rede publica costuma ser o exame parasitolégico, onde se
pode detectar o parasito no aspirado de medula 6ssea, bago ou figado.

As dificuldades descritas na secao anterior quanto ao diagnéstico
parasitolégico levaram ao desenvolvimento de ensaios sorolégicos.

O diagnéstico sorolégico, no caso da LV, é baseado na presenga de

anticorpos séricos especificos. Existem varios métodos soroldgicos
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disponiveis para o diagndostico da LV, variando em sensibilidade e
especificidade. Com o avango do conhecimento cientifico, novos e melhores
métodos estao continuamente tornando-se disponiveis.

Alerta Williams (1995) que problemas que afetam todos os testes
sorolégicos sdo: (1) a produgdao do antigeno, que nao é disponivel
comercialmente; (2) mais importante, a padronizagao do antigeno preparado.
Essa é a principal razido pela qual todos os testes sempre devem ser realizados
com padrdes de soro negativos e positivos de titulos conhecidos.

Estima-se que em apenas um de cada cinco ou 10 pessoas
imunocompetentes infectadas por Leishmania, a doenga evoluira para a forma
clinica (DESJEUX, 1991; HOMMEL, 1999), o que traz uma significativa
desvantagem para o uso de testes sorolégicos em areas endémicas, ja que a
soroconversdo nao indica necessariamente a instalagao da LV (ATTAR et al.,
2001).

Uma das criticas mais freqiientes levantadas contra o diagnéstico pela
deteccao de anticorpos é de que a evidéncia conseguida é apenas indireta e o
resultado pode nao ser indicativo de infecgido ativa, pois pode refletir uma
infecgao anterior (LANOTTE et al., 1979; POZIO et al., 1981; ABRANCHES et al.,
1991; CABRAL et al., 1992; GENARO et al., 1992; KASHIWAZAKI et al., 1994).
Assim, os resultados dos métodos de detecgio de anticorpos podem ser
considerados potencialmente falhos quando comparados com evidéncias mais
diretas do parasito ou de seus antigenos no sangue ou urina. Outra critica
comum sobre a detecgao de anticorpos é que os titulos nio se correlacionam
bem com a intensidade da infecgao.

Uma vantagem dos testes de deteccdo de anticorpos reside na prépria
natureza da enfermidade, haja vista que na leishmaniose visceral anticorpos
especificos podem ser facilmente detectados durante a doenga (CHATTERJEE
et al.,, 1999). Conseqiiéncia disso é que respostas de anticorpos podem ser
detectadas precocemente na infecgcio como também depois de seis a nove
meses apos o paciente estar curado (WILLIAMS, 1995). Essa caracteristica
permite que uma unica diluicao do soro seja utilizada, em que apenas os soros
de pacientes com leishmaniose visceral sejam reativos. Estd demonstrado no

trabalho para diversas enfermidades infecciosas de Kashiwazaki e
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colaboradores (2000), que o uso de diluicbes minimiza o efeito das reagoes
cruzadas com outras doengas.

Além disso, enquanto ensaios de detec¢cao de anticorpos podem ser
rotineiramente executados em amostras de sangue que foram coletadas em
papel de filtro, papel de filtro convencional provoca perda de sensibilidade na
deteccdao de antigeno e teias de fibras de polipropileno especialmente
formuladas sao necessarias. Também, amostras de sangue ou urina para
deteccdo de antigenos geralmente tem que ser pré-tratadas com acido
tricloroacético ou alcalis antes que eles possam ser usados no ensaio, e a
detecgdo de antigenos necessita da produgao e aplicacao de um reagente
adicional na forma de um anticorpo (monoclonal) que capture o antigeno.

Atualmente os testes sorologicos mais utilizados no diagnéstico da
leishmaniose visceral sio o ELISA, a imunofluorescéncia indireta e o DAT
(REED, 1996). Esses exames demonstram facilmente altos titulos de

anticorpos especificos para Leishmania na maioria dos pacientes.
5.3.1. Métodos de detecgdao de anticorpos

5.3.1.1. Teste do formol-gel

Essa técnica, ou antes, a formol-gelificagdo, foi usada por Gaté e
Papacostas na sifilis e por Mackie e Napier, em 1924, na leishmaniose humana
(SILVA LEITAO, s.d.). E um dos mais antigos testes ainda em uso para a LV
(SHAHI et al., 1998).

O teste d;) formol-gel tem a vantagem de ser barato, de simples execugao
e adequado para trabalhos de campo. O soro obtido do sangue é misturado
com uma gota de formaldeido a 30%. A reagao positiva é mostrada se a
mistura solidifica e forma um precipitado branco opaco dentro de 20 minutos.
Um teste positivo pode nao ser detectado até trés meses depois da infecgdo e
tornar-se negativo apenas seis meses depois da cura (KAR, 1995).

O teste nao é especifico, pois é baseado na detecgdo de niveis elevados
de 1gG e IgM (GENARO, 1991), que também podem ser resultado de outras
doencas como lupus eritematoso sistémico (GUPTA, 1969), tripanossomiase,
malaria e esquistossomiase (WORLD..., 1998). Ele pode apresentar ainda
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resultados positivos na cirrose infantil, e apenas uma reacao muito intensa
pode diferenciar essa condigdo da LV (PRASAD, 1999). Seu uso nado se
justifica hoje em dia a luz da moderna tecnologia imunolégica. Apesar disso,
de acordo com Bern e colaboradores (2000), essa técnica, aliada ao

diagndstico clinico, ainda é de uso corrente no Nepal.

5.3.1.2. Reacgao de fixagao do complemento (RFC)

Trata-se de um método muito utilizado no diagnéstico da LV humana ou
canina (GENARO, 1991). Apresenta uma sensibilidade muito boa, apesar da
observagido de reagdes cruzadas, em titulos baixos, com a doenga de Chagas,
sifilis (SHAHI et al., 1998), tuberculose e hanseniase (SINGH, 1999). Nos casos
de LV, comumente sdao observados titulos elevados de anticorpos no soro
(geralmente superiores a 1:80). Titulos menores necessitam de confirmagao
por outras metodologias. Para Kar (1995), o teste é considerado muito util no
diagnoéstico precoce e no monitoramento dos efeitos do tratamento, embora ja
se tenha afirmado que o RFC possui valor limitado no diagnéstico de rotina do
laboratério (GUPTA, 1969).

5.3.1.3. Teste da gel difusdo (TGD)

O TGD é um teste simples e seu uso tem sido bem sucedido para o
estudo da LV em soros de seres humanos, cies e hamsters e na procura por
reservatorios caninos (KAR, 1995). Ele detecta anticorpos usando antigenos
congelados ou liofilizados, mas podem ser utilizados apenas em areas onde
nao existem outros patégenos com reatividade cruzada com Leishmania, o que
limita bastante a especificidade do método.

5.3.1.4. Reacao de imunoeletroforese em contra-corrente (IECC)
O IECC é mais sensivel do que o TGD, e é executado em menor tempo

(REZAI et al., 1977). O principio geral desse teste é que o movimento da
maioria das proteinas do soro da-se em dire¢do ao anodo, exceto as
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gamaglobulinas, que se dirigem ao catodo quando submetidas a um potencial
elétrico em uma solugao com pH 7,2. Essa propriedade é usada no teste de
reacdao de imunoeletroforese. O anticorpo move-se em dire¢cao ao catodo sob
um fluxo eletro-osmoético e antigenos carregados negativamente movem-se
para o anodo e se precipitam em contato com o antissoro. O teste de IECC é
um teste diagnoéstico confiavel na LV e pode apresentar melhores resultados
do que o ELISA na deteccdao de casos precoces da infec¢ao (KAR, 1995),
sendo por isso indicado para detecgdo de infecgoes assintomaticas em
analises de campo, em associagcao com o teste de Montenegro para avaliar
exposicao prévia ao antigeno. Contudo, esse teste pode apresentar resultados

falso-positivos em populagao sadia em areas endémicas (SINGH, 1999).
5.3.1.5. Teste de hemoaglutinacao indireta (Hl)

No teste de HI, hemacias de carneiro lavadas sao incubadas com acido
tanico e entiao sensibilizadas com antigeno solivel de Leishmania e depois
ressuspensas em tampao com soro de coelho sadio. O teste é executado com
diluicdes seriadas da amostra de soro, pré-inativado a 56° C, em placas de
microtitulagdao. A Hl é uma reagao de facil execugao, com boa sensibilidade, e
foi introduzida por Cascio e colaboradores em 1963 (KAR, 1995), porém com
menor especificidade do que os outros testes descritos abaixo. Contudo, a
queda do titulo de anticorpos para valores abaixo do considerado positivo
pode ser usada como um marcador de cura clinica da LV.

Sharma e colaboradores (1998) desenvolveram um ensaio de
hemoaglutinacao rapido, exato, barato e nao invasivo para o diagnostico da LV
na india. Este HI é baseado na ligagao seletiva e altamente especifica da lectina
achatinina H, ao acido sialico 9-O-acetilado (9-O-AcSA), que aparece
exclusivamente nos eritrécitos de pacientes com LV. O ensaio mostrou 100%
de sensibilidade e especificidade com nenhuma reagédo cruzada com malaria,
tuberculose ou controles saudaveis de areas endémicas e niao endémicas,
sendo razoavel propor entdo o 9-O-AcSA, ausente em hemacias normais, como
um importante biomarcador, e que adicionalmente, também reflete

indiretamente a presenga do parasito. Por suas altas especificidade e
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sensibilidade, e por detectar casos ativos, esse ensaio merece consideracédo

clinica.

5.3.1.6. Teste de imunofluorescéncia indireta (IFl)

Em 1964, Duxbury e Sadun mostraram que o IFl é bastante confiavel para
o diagndstico de pacientes com LV (SHAHI et al., 1998), e permite uma boa
discriminagao entre a fase aguda e de remissdo da doenca (MILLESIMO et al.,
1996).

Para a realizagao do IFl utiliza-se o parasito integro fixado em lamina. A
reacdo antigeno-anticorpo é visualizada pelo uso de um anticorpo anti-
imunoglobulina conjugado a fluoresceina. Titulos abaixo de 1/20 nao sao
significativos, e acima de 1/128 sao diagnésticos (WILLIAMS, 1995). Em areas
livres da doenca de Chagas, o IFI é completamente seguro para o diagnéstico
de LV. Entretanto, a aquisicdo e a manutengido de um microscépio de
fluorescéncia pelos hospitais da rede publica, além da obrigatoriedade da
existéncia de pessoal treinado para operar o microscépio, sdo aspectos que
comprometem o seu emprego no diagnéstico soroldgico.

Nao obstante tal dificuldade, o diagndstico da LV no Brasil, em especial
da leishmaniose visceral canina, é feito empregando quase sempre o método
de IFI (BRAGA et al., 1998). A opgdo por essa técnica parece ter sido baseada
em critérios econémicos e técnicos na época de sua escolha. Embora
apresente menor sensibilidade que o ELISA (PARANHOS-SILVA et al., 1996), o
IFl € uma técnica familiar no Brasil para o diagnéstico de outras enfermidades,
e pode apresentar especificidade superior a encontrada no ELISA (MANCIANTI
et al, 1995). Além disso, o custo do método é bastante reduzido,
principaimente quando diluicbes Unicas do soro sio empregadas para o
diagnéstico. Essa era a técnica adotada pela FUNASA em sua campanha para
o controle da LV. Para caes, por exemplo, sangue periférico colhido em papel
de filtro da orelha de ciaes domiciliados era levado pelo agente da FUNASA
para um laboratério central, onde era processado. Apds analise, o agente da
FUNASA voltava ao local e sacrificava os cides cuja sorologia tinha sido
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positiva (CABRERA et al., 1999). Para esse fim, o uso de um método mais
sensivel que o IFl seria mais indicado.

IFI @ amplamente utilizado devido a facilidade de sua execucao, embora
algumas reacoes cruzadas tenham sido documentadas em individuos
infectados por T. cruzi. Embora amastigotas de sec¢des congeladas, ou de
esfregacos de orgaos infectados possam ser usados como antigenos,
promastigotas obtidos in vitro representam a fonte mais comum de antigenos.
O uso de amastigotas como antigeno no IFl torna o método mais sensivel
quando comparado com o uso de promastigotas (FERNANDEZ-PEREZ et al.,
1999).

5.3.1.7. Teste de aglutinagio direta (DAT)

O DAT foi descrito primeiramente por Allian e Kagan em 1975 (KAR, 1995),
é um teste especifico, sensivel e confiavel, sua execugio é barata e simples e
titulos de soros positivos alcangam até 1:3200 (EL-MASUM et al., 1995). O
antigeno é preparado a partir de promastigotas e o teste pode ser executado
com plasma, soro, ou sangue total (WILLIAMS, 1995). A leitura do teste é
realizada a olho nu contra um fundo branco e as reacdes positivas sido
indicadas por uma nitida mancha de cor e margem azul. Contudo, a decisdo de
considerar um ponto azul ampliado é subjetiva (MEREDITH et al., 1995).

O teste foi modificado, por Harith e colaboradores (1986), para detecgao
de anticorpos especificos anti-Leishmania, e é considerado altamente
adequado para amplos trabalhos epidemiolégicos e ecolégicos de campo e
para o diagnodstico da LV, possuindo nas maos de Harith e colaboradores
(1986 e 1987) 100% de sensibilidade e 98,9% de especificidade. No relato de
Joshi e colaboradores (1999) foi encontrada alta especificidade com valores
preditivos positivos e negativos de respectivamente, 100% e 99,2 %.

Zijlstra e colaboradores (1991), na busca de um teste diagnéstico simples
para emprego em areas rurais endémicas e durante epidemias, realizaram um
estudo prospectivo para avaliar o desempenho do DAT contra outros exames
diagnésticos diretos e encontraram também alta sensibilidade, mas nio

conseguiram diferenciar entre infecgoes passadas, assintomaticas ou ativas.
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Recentemente, tem existido uma forte corrente, principalmente asiatica,
para aplicagdo do DAT no sorodiagnéstico da LV, tanto em seres humanos
quanto em cies. Os trabalhos de Shiddo e colaboradores (1995a e 1995b), Rab
e Evans (1995), Schaefer e colaboradores (1995), Edrissian e colaboradores
(1996) e Mukhtar e colaboradores (2000) sdao alguns exemplos dessa
afirmagdo. A razdo desse movimento parece residir na simplicidade do DAT,
que nao requer nenhum equipamento sofisticado ou habilidades especiais. Os
reagentes sao considerados estaveis e baratos, o que favorece as aplicacoes
em campo e em laboratérios que realizam apenas poucos testes por ano, mas
Boelaert e colaboradores (1999c) alertam que o DAT pode perder sensibilidade
no campo como conseqiiéncia de manejo e armazenamento errado.

Meredith e colaboradores (1995), preocupados com a estabilidade do
antigeno utilizado no DAT, desenvolveram um preparado antigénico que se
mostrou estavel em temperatura ambiente por um periodo prolongado de
tempo. Entretanto, esse antigeno congelado e liofilizado, formado para
constituir a base de um kit sorodiagnéstico para a detecgao de anticorpos anti-
Leishmania, batizado como Leish-KIT™, apenas diferiu da sua forma aquosa,
como comumente utilizada em ensaios do DAT, em condigoes de laboratério,
nao sendo encontradas diferengas estatisticas entre os titulos dos DATs com
um outro antigeno quando utilizados em condigées de campo, onde nao existe
nenhuma sofisticagao tecnolégica.

Boelaert e colaboradores (1999c) procuraram validar operacionalmente o
DAT para a LV em pessoas com sintomas clinicos e em individuos sadios (sem
sinais ou sintomas). Aspirado de medula d6ssea foi realizado em todos
pacientes suspeitos e nas pessoas sadias com resultado do DAT positivo. O
estudo apresenta resultados que merecem ser considerados: (1) as altas
sensibilidade e especificidade sdao vistas de modo duvidoso devido a
problemas no estabelecimento do padrio-ouro; (2) pessoas com outras
doencas que promovem reagdo cruzada com LV podem ser mais comuns
(freqiientes) em um grupo de pacientes com sintomas clinicos do que em um
grupo saudavel; e finalmente (3) a exatiddo do diagnédstico é criticamente
dependente da escolha do ponto de cut-off. Acrescentam ainda os autores em

razao das questdes levantadas que se um paciente clinicamente suspeito
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produzir um DAT positivo, o tratamento ndao deve ser realizado baseado
apenas neste resultado.

Outra grande desvantagem do DAT é que ele ndao tem valor prognéstico
para avaliar a progressao da doenca (RAJ et al., 1999). Kar (1995) acrescenta
que o teste é incapaz de distinguir entre infec¢cao precoce e depois da cura,
ainda que ele possa demonstrar a transformacao de casos assintomaticos em
clinicos na LV (JOSHI et al., 1999).

O incansavel grupo de Boelaert, que publicou no mesmo ano pelo menos
quatro trabalhos sobre o mesmo tema, explorou métodos para estabelecer a
especificidade do DAT em uma amostra de pacientes clinicos para LV
(BOELAERT et al, 1999d). O objetivo era avaliar se a analise potencial de
classe (/atent class analysis - LCA) poderia solucionar os problemas
associados com o padrao-ouro corrente e entido diminuir a incerteza
observada na especificidade do DAT no cenario clinico, e dessa forma
estabeleceram uma especificidade de 85%, que era menor do que a
apresentada em outros trabalhos do mesmo grupo (BOELAERT et al., 1999a),
mas que era mais consistente e confiavel. O grupo estabeleceu que o LCA é
um modelo matematico que fornece uma ferramenta util para validagdo desse
tipo de investigagao.

5.3.1.8. Teste de aglutinacao de latex

Cummins e colaboradores (1994) desenvolveram um teste de aglutinagio
de latex, que de acordo com as vantagens atribuidas a ele, poderia ser
utilizado como ferramenta de triagem para estudos da LV em campo. Mas
apesar da sensibilidade do teste ser superior a de outros métodos, como IFl e
IECC, ele nao superou o DAT.

Attar e colaboradores (2001) descreveram um novo teste de aglutinagio
de latex, o "KATEX" (kala azar latex agglutination), para detec¢ao de antigenos
de Leishmania na urina de pacientes com LV. O teste mostrou 100% de
especificidade, nao existindo reagcdo cruzada com amostras de urina de
controles de area endémica, desde que a amostra fosse fervida, pois urina
fresca produziu cerca de 24,0% de resultados falso-positivos. Contudo, a

sensibilidade desse teste variou entre 68 e 100%, estando fortemente
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relacionada a localidade geografica dos doadores da urina. Baixa sensibilidade
e elevada especificidade também foram relacionadas por Singh (1999) para

testes de aglutinagao de latex.

5.3.1.9. Ensaio de imunoadsorgao enzimatico indireto (ELISA)

O ELISA indireto tem se tornado um método muito difundido para
quantificacao de anticorpos. Ele é aplicavel a muitos antigenos e é simples e
rapido de executar (LEHTONEN; VILJANEN, 1980).

No ELISA indireto normalmente utilizado no diagnéstico da LV, o antigeno
preparado a partir de promastigotas é fixado em um suporte sélido. O
anticorpo especifico liga-se ao antigeno e é detectado por um segundo
anticorpo ligado a enzima. O ELISA indireto foi introduzido por Hommel (1978)
na leishmaniose humana e canina. Pode ser executado com soro, plasma e
eluatos de sangue coletado em papel de filtro (WILLIAMS, 1995).

Badaré e colaboradores (1986d) avaliaram um ELISA indireto para
diagndstico da LV em soros de pacientes com manifestagées agudas de LV, de
pacientes hospitalizados por outras patologias endémicas ou de pacientes
com leishmaniose mucocutanea. Eles registraram 98 % de sensibilidade e 96 %
de especificidade no ensaio, estabelecendo que o ELISA é um teste sensivel e
especifico para o diagnéstico da LV, preferencialmente quando o antigeno
utilizado é proveniente de parasitos da mesma area onde o soro foi coletado.
Paranhos-Silva e colaboradores (1996), em estudo sorolégico canino,
apontaram o ELISA como sendo mais sensivel que o IFl. O uso do ELISA
demonstrou ser mais confiavel do que a imunofluorescéncia indireta para
estudos de campo devido a menor possibilidade de reagdes cruzadas com
outros tripanossomatideos. Badaré e colaboradores (1986d) e Rachamin e
colaboradores (1991), compararam as técnicas de imunofluorescéncia indireta,
ELISA indireto e um ELISA competitivo usando anticorpos monoclonais anti-L.
donovani espécie-especificos no diagnéstico da leishmaniose visceral canina,

encontrando valores levemente maiores de deteccao pelo ELISA indireto e
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ELISA-competitivo. Estes autores sugerem que ensaios imunoenzimaticos
podem ser utilizados para o diagnéstico da doenca no lugar da
imunofluorescéncia, por possuirem alta sensibilidade e serem mais simples e
rapidos, além de, como apontado por Kar (1995), permitirem a triagem de um
grande niumero de amostras.

Apesar da alta especificidade, resultados falso-positivos podem ocorrer
(WILLIAMS, 1995), principalmente em baixas diluigoes do soro (KAR, 1995). A
utilizacao do ELISA nos hospitais da rede ptiblica é dificultada pelas faltas de
equipamento apropriado para leitura dos ensaios e de antigenos comerciais.

Variacdes no ELISA tém sido propostas, desenvolvidas e testadas,
principalmente no que se refere ao tipo do antigeno usado e também para
produzir um formato de facil leitura em campo (SNOWDEN; HOMMEL, 1991).
Antigenos recombinantes e anticorpos monoclonais também tém sido
utilizados no ELISA de forma bem sucedida (JAFFE; MCMAHON-PRATT, 1987;
SINHA et al., 1992; PASSOS et al., 1997; ZIJLSTRA et al., 1998; CHATTERJEE et
al., 1999; JENSEN et al., 1999; RAJ et al., 1999).

O FML (ligante da fucose-manose) é formado por um conjunto de fragoes
de glicoproteinas isoladas de promastigotas e amastigotas do complexo da L.
donovani que interferem nas interagdes parasito-macréofagos in vitro
(PALATNIK-DE-SOUSA et al., 1993). Essas glicoproteinas sdo usadas como
antigeno no FML-ELISA, que tem uma sensibilidade de 100% e uma
especificidade de 96% no diagnéstico da LV humana em pacientes brasileiros
infectados com L. chagasi e identifica também infecgées assintomaticas
(PALATNIK-DE-SOUSA et al.,, 1995). A glicoproteina GP36, principal
componente imunoégeno do FML, é reconhecida de modo especifico pelos
soros desses pacientes (PALATNIK-DE-SOUSA et al., 1996). O FML-ELISA
mostrou ainda 100% de sensibilidade e especificidade no diagnéstico da LV
em soros de caes naturalmente infectados (CABRERA et al., 1999).

5.3.1.10. FAST-ELISA

O FAST-ELISA™ ("Falcon assay screening test'-ELISA) é uma versio
modificada do ELISA que utiliza, na placa de microtitulagio, "beads" de

poliestireno recobertos com antigenos em lugar dos pogos recobertos por
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antigenos. Sua adaptagido para uso em programas de controle em
leishmaniose canina serviu de base para um trabalho de Ashford e
colaboradores (1993). Os resultados obtidos indicaram que esse sistema
fornece um teste indireto valido para o diagnéstico em campo da leishmaniose

canina.

5.3.1.11. Western blot, dot blot e dot-ELISA

"Western blot" e "dot blot" ou "dot-ELISA" sao métodos qualitativos que
estao tornando-se amplamente utilizados, em que uma enzima conjugada a
anticorpos anti-imunoglobulina é usada para detectar a presenc¢a da ligagao do
anticorpo primario a antigenos do parasito adsorvidos a uma matriz de
nitrocelulose, através do desenvolvimento de um precipitado colorido
insoluvel sobre papel de nitrocelulose, facilmente visualizado.

A membrana de nitrocelulose (NC) oferece um substrato com varias
vantagens técnicas sobre fases soélidas convencionais. As membranas tém
uma maior capacidade de ligagao a proteinas devido a sua porosidade e
conseqiiente grande area de superficie. Com as fases sélidas convencionais, a
cinética das reagoes entre os reagentes imobilizados e soltiveis é limitada pela
difusao dos elementos sollveis, fazendo-os entrar em contato com os
componentes insoluveis. Devido a sua capacidade de fluxo, as membranas
permitem que o componente liquido seja atraido ativamente através dos poros.
Isto traz o reagente solivel rapidamente para um contato intimo com os sitios
reativos na superficie. Como conseqiiéncia, o tempo de reagao pode ser
signiﬁcativaménte reduzido. Contudo, nem todos os problemas associados a
fases solidas convencionais (p.ex., a ligagdo inespecifica de proteinas)
inexistem em membranas de nitrocelulose. As proteinas ligam-se as
membranas através de interagoes hidrofobicas, eletrostaticas ou ionicas. Essa
ligacdo é indiscriminada e reversivel. Ha registros na literatura que a
sensibilidade e reprodutibilidade de um suporte sélido de imunoensaio é
limitado pela capacidade dos anticorpos em permanecer ligados a matriz sob
as condi¢gdes do ensaio. Além disso, a adsorgao passiva de uma proteina nas

superficies hidrofobicas pode causar sua inativagdao. Membranas hidrofilicas
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modificadas suportam a ligagao de proteinas covalentemente, oferecendo uma
solugao importante para esses problemas. As proteinas que se ligam a tais
membranas sao retidas em suas conformacgcdes nativas. As membranas de
nylon podem ter uma superficie modificada com grupos ativos para ligagao de
proteinas covalentemente, e outras membranas possuem grupos amino, que
também podem ser utilizados para a ligagao covalente de proteinas (DE
SAEGER; VAN PETEGHEM, 1996).

O dot-ELISA e o ELISA tém uma boa correlagcao entre si (KAR, 1995),
sendo que o dot-ELISA nao necessita de equipamentos caros ou sofisticados,
tais como leitor de ELISA, placas de ELISA, etc.

Também - se tem utilizado reagentes e técnicas para melhorar a
sensibilidade do diagnéstico tal como proteina A ou G e ouro coloidal (REED
et al, 1990; DIETZE et al, 1995). O dot-ELISA foi simplificado e modificado por
Scott e colaboradores (1991), que desenvolveram um ensaio de
imunomarcagdo simples para sorodiagndstico da doenga visceral ativa,
utilizando um conjugado de ouro coloidal com proteina A, em substituicao ao
conjugado anti-imuglobulina-enzima e ao substrato para a enzima, bem
sucedido em estudos de campo. A simplicidade desse imunodot o torna um
bom candidato para triagem como teste diagnéstico de campo, ja que nao
requer tubos, placas de titulagao ou instrumentos caros.

Vercammen e colaboradores (1998) desenvolveram um teste rapido, de
alta sensibilidade, especificidade e praticidade para detecgcao de anticorpos
anti-Leishmania em caes utilizados o modelo do dot-ELISA, que apontava os
resultados dentro de 30 minutos.

O "Western blot" é altamente sensivel e especifico, e oferece grandes
detalhes sobre o perfil de antigenos envolvidos porque ele permite uma
analise detalhada da resposta imune humoral para distinguir proteinas do
parasito (SALOTRA et al, 1999a). A presenca de bandas de massa molecular de
14 kDa e/ou 16 kDa tem sido usada como critério de positividade de infeccao
por L. infantum (MARY et al., 1992). Vexenat e colaboradores (1996)
encontraram pelo menos 29 bandas, variando entre oito e 250 kDa, de antigeno
solivel de L. chagasi reconhecidas por soros de pacientes com LV em
"Western blot”. Em relagao a L. donovani, Shiddo e colaboradores (1996)

mostraram o reconhecimento de bandas de 74 e 88 kDa por anticorpos dos
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soros de todos os pacientes com LV testados, enquanto no estudo de Salotra
e colaboradores (1999a) os antigenos de 40, 55, 65, 70 e 82 kDa foram
reconhecidos mais freqiientemente. O antigeno de 70 kDa foi reconhecido pela
maioria dos pacientes com LV com uma sensibilidade de 94% e especificidade
de 90%, podendo ser Gtil para o imunodiagnéstico (SALOTRA et al., 1999a).
Antigenos de 32 a 35 kDa parecem ser especificos para soros de pessoas com
infeccdo por L. chagasi e nao reagem cruzado com soros de pessoas com
infecgdo por L. amazonensis, ja antigenos de 62 a 68 kDa foram reconhecidos
por todos os individuos com L. chagasi e L. amazonensis (REED et al., 1987),
indicando queleles nao sao espécie-especifico, mas nao reagiram cruzado com
o soro de pessoas infectadas com T. cruzi. A maioria dos soros de pacientes
com LV reconhece antigenos de 65 a 66 kDa de amastigotas de L. donovani
(ARORA; SEHGAL, 1989). Uma resposta de anticorpo positiva contra a fragao
antigénica de 200 kDa de amastigotas foi descrita em 96,6 % de pacientes
confirmados com LV (KAUL et al.,, 2000). Maior reatividade de anticorpos do
soro de pacientes com infecgbes ativas por Leishmania foi encontrada contra
um antigeno de 38 kDa expresso por promastigotas cultivados a 37° C do que
contra o expresso por promastigotas cultivados a 25° C (FEHNIGER et al.,
1990).

Entretanto, algumas condi¢cées podem afetar o desempenho do "Western
blot" no reconhecimento de casos de LV. De acordo com Salotra e
colaboradores (1999a), atividade de anticorpos em pessoas com AIDS podem
ser 50 vezes menores do que os encontrados em pacientes com imunidade
normal. O trabalho de Santos-Gomes e colaboradores (2000), utilizando a
técnica de "Western blot" para detectar anticorpos anti-Leishmania,
encontraram 100% de especificidade e sensibilidade em pacientes
imunocompetentes, taxa reduzida para 73,2% e 70,6%, respectivamente,
quando a analise era conduzida em pacientes HIV positivos co-infectados com
Leishmania. Nesse ultimo grupo, poucos foram os antigenos reconhecidos e
as bandas mostraram baixa intensidade, sendo freqiientes as de 63 a 66 kDa
(55,9%), que parecem corresponder ao antigeno de superficie do parasito
gp63. Esse antigeno tem sido indicado como um potencial antigeno
diagnéstico (REED et al., 1990).
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O reconhecimento de diferentes bandas de antigenos de espécies
envolvidas com a forma visceral da leishmaniose por soros de pacientes com
as varias formas tegumentares da doenca tem sido extensamente
documentado. Essas bandas sugerem a presenca de determinantes
antigénicos comuns e explicam as reagdes sorolégicas cruzadas (TEIXEIRA;
VEXENAT, 1996). Proteinas soluveis de L. chagasi formaram quatro bandas de
reconhecimento com soros de pacientes com leishmaniose mucosa e pelo
menos 15 bandas do antigeno soluvel de L. braziliensis foram reconhecidas
por soros de pacientes com LV (VEXENAT et al., 1996). Proteinas de 20 kDa
(antigeno insoluvel) e de 19, 36 e 70 kDa (antigenos soliveis) tem sido
implicadas nessas reatividades cruzadas (BRITO et al., 2000).

O "Western blot" tem sido utilizado também no imunodiagnéstico de
outras doengas parasitarias como a esquistossomose, diferenciando infecgoes
recentes e cronicas (VALLI et al., 1999).

Apesar dos potenciais desta técnica, sua aplicagio em laboratérios de

diagnédstico de rotina ainda carece de mais analises.
5.3.1.12. Radioimunoensaio (RIA)

Este teste apresenta resultados similares aos encontrados no ELISA. Ele
é sensivel ao nhivel de 2 pl de soro e 1 a 2 ug de antigeno (ROSEN et al., 1986).
Contudo, por utilizar substancias radioativas, ele entrou em desuso. O trabalho
de Jaffe e McMahon-Pratt (1987) é um dos poucos que existem que utilizaram
essa técnica no diagnéstico da LV.

5.3.1.13. Imuno-ensaio "dipstick" (DIA)

O nome "dipstick" tem origem industrial, correspondendo a uma haste
graduada para medir a altura do nivel de contetido de tanques de combustivel.
Sua aplicacao serviu de inspiragio para sistemas de testes imuno-sorolégicos
resultando em um formato (papel marcado com varios “dots”), que pode ser
utilizado para detecgado de antigenos do parasito ou de anticorpos especificos,
através de procedimentos de “dot blot”, que tém se mostrado adequados e

muito eficientes no diagnéstico e em estudos epidemiolégicos.



48

O DIA é um teste barato, simples e robusto que pode ser usado para
deteccao de miiltiplos antigenos ou anticorpos (SNOWDEN; HOMMEL, 1991).

Mistrello e colaboradores (1995) desenvolveram um ensaio de “dot” para
deteccdo de anticorpos especificos para antigeno de cisto hidatico. Esse
método é uma modificacao do sistema previamente descrito por Snowden e
Hommel (1991), que combinava procedimentos "dot blotting” e uso de
particula de corante coloidal ligada a anticorpo para producao de um teste
“dipstick” para detecgao de antigenos.

O uso de particulas coloidais inorganicas (p. ex., ouro e a prata) como
marcadores em imunoensaios ja era descrita desde o inicio dos anos 80
(LEUVERING et al., 1980), principalmente como alternativa ao
radioimunoensaio.

Gribnau e colaboradores (1982 e 1983) utilizaram com sucesso particulas
coloidais de corantes hidrofébicos como marcadores em imunoensaios. Por
tratar-se de marcadores nao radioativos, sintetizados quimicamente,
consistindo em uma ampla faixa de corantes comercialmente disponiveis e,
principalmente, baratos, esperava-se o desenvolvimento de um grande niimero
de técnicas que utilizassem essa metodologia. Contudo, somente em 1991 um
primeiro trabalho relevante foi produzido por Snowden e Hommel, e s6 mais
recentemente,' nos ultimos anos, os trabalhos de Gribnau foram
redescobertos, principalmente com o uso de corantes coloidais téxteis
(NATARAJU et al., 1994; RABELLO et al., 1995).

A vantagem do uso de particulas de corante é que a cor pode ser
visualizada diretamente, ou seja, os pontos formados no dipstick podem ser
observados sem necessidade de qualquer reacdo adicional. Essa
caracteristica possibilita a aplicagao no campo desse imunoensaio utilizando
corante coloidal (SNOWDEN; HOMMEL, 1991).

Blihrer e colaboradores (1998), comparando um método “dipstick” com o
ELISA para detectar anticorpos contra Mycobacterium leprae, chegaram a
conclusdao de que o primeiro era a melhor escolha para a realizagio de um
mapeamento epidemiolégico da hanseniase, sendo adequado para uso em
paises tropicais e suportando diferentes condigées, nido dependendo de
nenhum equipamento especializado. Snowden e Hommel (1991) relataram ter

encontrado um grau de concordancia entre o ELISA e o DIA de 100%.
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Gussenhoven e colaboradores (1997) também encontraram alto grau de
concordancia entre os resultados de um ensaio ELISA e um tipo de “dipstick”
para Leptospira, sendo que esse ultimo foi mais facil de ser executado e mais
rapido, ndao necessitando de eletricidade ou equipamento especial, e todos os
componentes . do teste, o “dipstick” e seus reagentes, puderam ser
armazenados por longo periodo sem perder reatividade, mesmo em
temperaturas elevadas.

ParaSight™ (Becton Dickinson), ICT Malaria Pf™ (ICT Diagnostics) e
OptiMAL™ (Flow Inc.) sdo os primeiros testes imunocromatograficos,
patenteados que usam o modelo “dipstick” para o diagnéstico da malaria.

O OptiMAL™, que usa anticorpos policlonais e monoclonais, marcados
com ouro para detecgido de infecgoes por Plasmodium, é capaz inclusive de
discriminar as infecgées causadas por P. falciparum e P. vivax, com
sensibilidade média de 91,3% em areas onde ambos parasitos estavam
presentes, e de 98,2% onde nao ha infeccido mista, mostrando assim sua
eficiéncia como teste diagnéstico (JOHN et al., 1998). Lee e colaboradores
(1999), comparando ainda métodos de PCR com o exame microscoépico do
esfregaco sanguineo e o OptiMAL™ para diagnéstico de malaria, encontraram
nos resultados do OptiMAL™, considerando os resultados de PCR como
padrao, uma especificidade de 100% e 98,6% e uma sensibilidade de 92,8% e
92,6%, respectivamente, para P. vivax e P. falciparum, concluindo que esse
teste de "dipstick" é adequado para o diagnédstico rapido e seguro da malaria.

Outras vantagens do teste “dipstick” com corante coloidal, comparado ao
ELISA, residem nos fatos de que a incubagiao do cromégeno enzima/substrato
pode ser omitida, portanto diminuindo o tempo de execucgido do ensaio, e de
que ndo existe necessidade de refrigeracdo. Além disso, os reagentes
utilizados no "dipstick” com corante coloidal ndo sdo cancerigenos ou
perigosos, como alguns utilizados no ELISA.

Bern e colaboradores (2000) avaliaram o desempenho de um "dipstick"
com antigenos recombinantes para diagndstico da LV no Nepal, obtendo 100%
de especificidade e sensibilidade. Este modelo além de mais barato do que os

métodos tradicionais, também fornece o resultado em pouco tempo.
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5.3.2. O uso de antigenos recombinantes (rAg) no diagnéstico sorolégico

A sensibilidade e especificidade da maioria dos testes sorolégicos
discutidos anferiormente dependem do antigeno usado, que é na maioria das
vezes, formado por promastigotas integros ou por seu lisado. Isto limita a
especificidade do teste e também levanta sérios problemas com a producao de
antigenos padronizados. Esses problemas afetam, por exemplo, o ELISA
indireto que utiliza lisado parasitario, o DAT, o IFl e o "Western blot".

Estudos recentes tem procurado o desenvolvimento de antigenos
recombinantes que sao mais especificos, isto é, que nao produzam reagoes
falso-positivas com soros de pacientes com outras doengas.

A clonagem e expressao de material genético de Leishmania utilizando-se
DNA complementar (cDNA) ou genomico foi realizada pela primeira vez em
1986 por Sheppard e Dwyer, que selecionaram 90 clones que produziam
antigenos de L. donovani, alguns dos quais se mostravam especificos para
anticorpos presentes no soro de pacientes com LV. Depois disso, grande
numero de genes nucleares e de superficie tem sido clonado e identificado.
Esses genes tém sido alvos do desenvolvimento de drogas ou vacinas para
controle da Leishmania, pois eles podem ser responsaveis pela viruléncia do
parasito ou pela adaptagao deste ao hospedeiro vertebrado (RYAN et al., 1993;
BERBERICH et al., 1997; ALCE et al., 1999; ALLEN et al., 1999; LARRETA et al.,
2000; BRITTINGHAM et al., 2001). Esses fatos, aliados a existéncia de genoma
relativamente pequeno com cerca de 10’-10% pares de base (REQUENA et al.,
1997), tém estimulado o estudo do material genético da Leishmania com novos
métodos de abordagem.

A partir de entéo, diversos antigenos protéicos e peptidicos provenientes
dos genes de L. chagasi tém sido descritos na literatura. Os antigenos
recombinantes de L. chagasi sao, na maior parte, expressio de fragmentos de
genes, contra os quais evidenciam-se intensidades variaveis de atividade de
anticorpos nos pacientes (SALOTRA et al., 1999a).

O rK39, um potente antigeno de amastigota comum aos membros do
complexo de L. donovani (BURNS et al., 1993), tornou-se disponivel
comercialmente em varios formatos de teste — FAST-ELISA e dipstick de
nitrocelulose (HOMMEL, 1999). O rK39 também teve desempenho superior a
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outros dois antigenos purificados de Leishmania, uma proteina citossélica
(p36) e uma proteina de membrana (gp63), para o imunodiagnéstico da LV (QU
et al., 1994).

Presente em muitos trabalhos pela alta sensibilidade e especificidade
(BADARO et al., 1993; HOUGHTON et al., 1998; IBRAHIM et al., 1999), o K39 foi
visto como antigeno de L. donovani definitivo e um ensaio batizado com o
nome de TRALd (teste rapido de anticorpo contra Leishmania donovani) foi
desenvolvido para permitir a sua aplicagao pratica no imunodiagnéstico da LV
(REED et al., 1990). O TRALd passou a ser visto também como um instrumento
promissor em programas de controle da LV (MONTEIRO et al., 1994).
Entretanto, recentemente seu status de método perfeito comegou a ser
questionado. O préprio grupo que descreveu o K39 apressou-se em somar ao
TRALd um outro antigeno, o K26, como forma de corrigir a sensibilidade do
seu ensaio, haja vista que o K39 apenas identifica casos de LV ativa (BADARO
et al.,, 1996), deixando de reconhecer as formas assintomaticas da doenga
(BHATIA et al, 1999).

O estudo conduzido por Sundar e colaboradores (1998) avaliou a utilidade
do K39 por meio de tiras de nitrocelulose impregnadas com o antigeno. O teste
envolvia passos simples e os autores estabeleceram a sensibilidade e a
especificidade como sendo de 100% e 98% respectivamente, razao pela qual
ele foi considerado adequado. Contudo duas questdoes nao respondidas pelo
trabalho ainda permaneciam - quido rapidamente o teste do K39 torna-se
negativo em paciente com tratamento bem sucedido e se esse teste pode
diagnosticar corretamente pacientes positivos também para HIV. Essas
questoes ja estavam sendo investigadas por Houghton e colaboradores (1998),
que analisaram o desempenho do K39-ELISA em pacientes com o virus HIV e
afirmaram que ele é efetivo também no diagndstico de pessoas
imunocomprofnetidas, podendo ter valor prognéstico no monitoramento do
tratamento e em predizer recidivas clinicas, apesar da constatacio de Gari-
Toussaint e colaboradores (1994) de que um consideravel numero de
pacientes infectados com HIV carece de niveis detectaveis de anticorpos.

Zijilstra e colaboradores (1998) testaram um ELISA com o K39, e
encontraram uma sensibilidade de 93 %, mas também neste trabalho, titulos de

anticorpos permaneceram altos por até 24 meses apdos tratamento bem
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sucedido. Estés dados mostram que formato do teste em que o antigeno
recombinante é empregado parece interferir em sua sensibilidade.

Para dirimir davidas, Zijlstra e colaboradores (2001) apresentaram sua
experiéncia com as tiras de nitrocelulose (como utilizado por Sundar e
colaboradores em 1998) e compararam seu desempenho com o K39-ELISA e o
DAT em pacientes com LV ativa, que foram acompanhados mesmo depois de
findo o tratamento e determinaram que o seu "strip test" é o formato ideal para
uso em campo, porém com importantes limitagoes, pois em geral, como o
resultado positivo do teste ira sustentar o diagnéstico clinico naqueles
pacientes que apresentam os sintomas classicos da LV e como esse resultado
positivo pode ser o resultado de infecgoes passadas e nao ser relevante para
doenca atual, esse teste deve ser usado com cautela.

Zijistra e colaboradores (2001) comentam ainda sobre discrepéncias entre
trabalhos que, utilizando o K39 no mesmo formato em diferentes paises do
mundo, mostraram resultados marcadamente diferentes. As razdes sobre
essas divergéncias na resposta de anticorpos nao foram esclarecidas, mas
talvez estejam associadas com idade, constituicao genética do grupo étnico
dos individuos testados, gravidade da doenca, tempo de infecgao, etc.

Jelinek e colaboradores (1999) avaliaram um teste imunocromatografico
do tipo "dipstick"” para o diagndstico de LV usando o K39, e mostraram que
embora a especificidade do ensaio fosse de 100%, a sensibilidade era de que
71,4%. Outros pesquisadores também tém encontrado sensibilidade e
especificidade inadequadas do teste "dipstick” com K39, quando ele foi usado
no Sudao (HOMMEL, 1999). O TRALd deixou de confirmar também 14,2 % de
caes com infeccao comprovada por L. chagasi (CABRERA et al., 1999).

Outros antigenos recombinantes também tém sido propostos. Jensen e
colaboradores (1999) usaram proteinas hidrofilicas recombinantes da
superficie da Leishmania em um ELISA para o imunodiagnéstico da
leishmaniose e afirmaram que o teste desenvolvido por eles nao diferiu de um
ELISA com o K39. Apesar disto, a repercussiao do seu trabalho foi menor,
talvez pelo formato do teste ter sido inadequado. Indubitavelmente, o TRALd é
mais adequado para trabalhos em campo do que o ELISA.

Ghosh e colaboradores (1999) apresentaram o antigeno recombinante
ORFF. Raj e colaboradores (1999) mostraram, baseado em resultados obtidos
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por ELISA, o potencial desse antigeno para o sorodiagnéstico de infecgao por
L. donovani, sendo inclusive cerca de 10 vezes mais sensivel do que o
antigeno total solivel de promastigotas. Embora esse estudo demonstre
grande sensibilidade do método utilizando o antigeno em ensaios de
laboratério, sao necessarios ainda testes em campo que atestem sua utilidade.

Proteinas ribossomais acidas recombinantes de L. infantum, conhecidas
como P2, foram utilizadas por Soto e colaboradores (1996) para avaliar o uso
potencial destes antigenos no sorodiagndstico da LV e da leishmaniose
cutdneo-mucosa humanas. Apesar dessas proteinas serem indicadas no
diagnéstico da LV canina, o uso das mesmas no diagnéstico da leishmaniose
humana pode ser comprometido pela existéncia de reatividade cruzada contra
essas proteinas no soro de pacientes com doengca de Chagas e lupus
eritematoso sistémico (SLE).

O uso de antigenos recombinantes tem sido recomendado também no
diagnédstico diferencial entre doengas causadas por agentes infecciosos com
reatividade antigénica cruzada. Passos e colaboradores (1997) demonstraram
a capacidade da proteina recombinante Tc24 em identificar soro de pacientes
com doenga de Chagas, sem reagao cruzada com anticorpos de pacientes com
leishmaniose.

5.3.3. Métodos de detecgao de antigenos

Desjeux e colaboradores (1980) foram os primeiros a observar que
antigenos secretados ou excretados pelos parasitos podem ter um papel
potencial para o diagnéstico da infecgio. E conhecido que Leishmania
cultivada libera componentes de sua superficie celular (SCHNUR, 1982) e
varios trabalhos na literatura citam a presenga de moléculas de natureza
glicoprotéica ou carboidratos excretadas ou secretadas pelo parasito no meio
de cultivo (PALATNIK, 1989; CIBRELUS et al., 1999), no soro de animais
infectados (SINHA et al.,, 1988; AZAZY et al., 1994; AZAZY et al., 1997),
denominadas fator excretorio-secretoério.

A deteccao de moléculas parasitarias circulantes é efetivamente analoga
ao diagnodstico parasitolégico direto, tendo uma vantagem intrinseca sobre a

detecgao de anticorpo, ja que é sempre indicativa de infec¢ao ativa e poderia
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resolver alguns problemas de resultados falso-positivos devido a persisténcia
de anticorpos apés a cura clinica. Badaré e colaboradores (1986) mostram que,
embora muitos individuos infectados com L. donovani em areas endémicas
possam exibir resposta de anticorpos, eles experimentam uma infecgéao
assintomatica de resolugiao propria, e em tais casos a identificagao de
antigenos circulantes do parasito pode ser indicativa de infecgao ativa.

O sistema de detecgao de antigenos também pode ser uma alternativa
ideal em relagdo ao sistema de deteccao de anticorpos em pacientes
imunocomprometidos, particularmente na ocorréncia de co-infecgdo entre
Leishmania e HIV, e especialmente em casos avancados, onde a resposta
imune esteja prejudicada (GORGOLAS; MILES, 1994; ROSENTHAL et al., 1995).

Azazy e colaboradores (1994) descreveram um método diagndstico
alternativo baseado na detecgdo de antigeno em imunocomplexos circulantes
(CIC) preparados a partir do soro. Esse método, denominado polietileno-glicol
(PEG)-ELISA, provou ser 100 % sensivel no modelo animal utilizado e 88 % na
infeccao humana.

Outra metodologia para obter ensaios mais especificos detecta moléculas
parasitarias com o uso de anticorpos monoclonais (JAFFE et al., 1984;
HOMMEL et al., 1997; SENALDI et al., 1996; SINHA et al., 1992). Lainson (1983)
também depositava esperancas nesse tipo de metodologia como instrumento
de investigacdes epidemioldgicas.

Anticorpos monoclonais vém sendo utilizados para a deteccdo de
antigenos parasitarios (JAFFE et al.,, 1984; RACHAMIN et al., 1991). Seu uso
também aumenta a sensibilidade de métodos usuais de detecgdo do parasito,
como demonstrado por Ismail e colaboradores (1997). Esses autores
examinaram seccoes de lesdes de pele e nédulos linfaticos de pacientes com
leishmaniose dérmica poés-calazar usando o método da imunoperoxidase e
anticorpos monoclonais anti-L. donovani. Os parasitos foram detectados em
88% dos cortes imunomarcados contra apenas 20% de detecgio em cortes
corados com hematoxilina-eosina (HE). Lynch e colaboradores (1986) também
descreveram o uso de anticorpos monoclonais na técnica de imunoperoxidase
para deteccdo de amastigotas em bidpsias de pacientes com leishmaniose
cutanea, encontrando uma sensibilidade muito superior a obtida com

coloracdo convencional por HE. Magill e colaboradores (1993), através de
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técnica de imunofluorescéncia indireta com anticorpos monoclonais,
examinaram aspirados de medula 6ssea ou biopsia de linfonodo para deteccgéao
de amastigotas de L. tropica em soldados americanos que lutaram na
peninsula arabica. Amastigotas foram detectados em todos os pacientes,
demonstrando a alta sensibilidade do método. Senaldi e colaboradores (1996)
desenvolveram um dot-ELISA para detecgcdo de antigenos circulantes de L.
donovani utilizando anticorpo monoclonal contra promastigotas dessa
espécie. A especificidade do ensaio foi de 96,7% e a sensibilidade de 98,5%.
Esses resultados foram comparados com um ELISA de captura de antigeno,
usado como método de referéncia, no qual utilizou-se antigeno solivel do
parasito. Esses testes demonstraram a mesma sensibilidade, sendo, porém, a
especificidade do ELISA foi maior (98,9%). A estratégia de deteccdao de
antigenos utilizando-se anticorpos monoclonais tem sido usada também no
imunodiagnéstico de algumas doengas parasitarias como a angiostrogiliase
(CHYE et al., 1997).

A maioria dos métodos para detecgio de antigenos, no entanto, sao
laboriosos e consumem tempo e recursos consideraveis. Nenhum teste
satisfatorio de deteccdo de antigenos esta atualmente disponivel
comercialmente e as tentativas de desenvolver tais testes nao tem sido bem
sucedidas (SENALDI et al., 1996; ATTAR et al., 2001).

Em infecgcoes cronicas como a LV, a presenca de altos niveis de
anticorpos, C’IC, fatores reumatoides e auto-anticorpos, como mostrado
anteriormente, complicam a detec¢dao de antigenos no soro (ATTAR et al.,
2001), pelo bloqueio de determinantes antigénicos. Isso pode explicar porque
nenhum teste de deteccdao de antigeno é usado na rotina diagnéstica da LV,
apesar do grande numero de registros que descrevem a existéncia de
antigenos circulantes nessa doenga.

5.4. Ensaios para deteccido de DNA ou RNA parasitario

O diagndstico da LV baseado na sorologia contra antigenos do lisado

parasitario tem a desvantagem de ser pouco confiavel devido a reacdes
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cruzadas da Leishmania com outros microorganismos. Pode-se alcangar um
diagnéstico especifico ao fazer uso de anticorpos monoclonais no ELISA de
competicio, mas nido se pode distinguir entre uma infeccao passada ou
presente (WILLIAMS, 1995).

Para driblar essas dificuldades, métodos de deteccio e caracterizagao de
parasitos baseados na identificagdo do DNA tém sido propostos. Para Shahi e
colaboradores (1998) uma grande vantagem de tais metodologias é a
velocidade com que os resultados podem ser obtidos, especialmente quando
comparados com os obtidos em culturas. E também, como o DNA é estavel por
um longo periodo, as amostras podem ser armazenadas ou enviadas para
processamento. Kalter (1994) afirma que reacdes cruzadas com outros
microorganismos nao ocorrem.

Recentemente, sondas moleculares usando DNA de cinetoplasto (KDNA),
RNA ribossomal (rRNA), mini-exons derivados de RNA (medRNA) e "repeats"
gendmicos tém sido avaliadas e usadas para alcangar maior especificidade e
sensibilidade. As vantagens da hibridizagao do DNA sobre alguns outros
métodos sdo que um grande nimero de amostras pode ser analisado
rapidamente, e muitos tipos de amostras diferentes podem ser processados,
incluindo eluatos de sangue embebido em papel de filtro, amostras de tecido e
aspirados de medula 6ssea e bagco (LOPEZ et al., 1993). Os ensaios sdo mais
especificos, ja que eles sao feitos para regioes do kDNA (SINGH, N., et al.,
1999) ou rRNA que sdo exclusivas para uma espécie particular, isolado ou
complexo de espécies de Leishmania (WILLIAMS, 1995). Esses ensaios tém
sido utilizados para o diagnéstico da infeccao em pacientes humanos e no
Phlebotomus martini, o mosquito vetor de L. donovani (WILSON, 1995).

O mais recente desenvolvimento tecnolégico no campo do diagnéstico
molecular chegou até nés como um resultado direto do advento da reagdo em
cadeia da polimerase (PCR). O PCR é capaz de amplificar pequenas
quantidades de DNA para obtencdo em grandes quantidades (NUZUM et al.,
1995; WILSON, 1995; WILLIAMS, 1995). Embora o PCR seja capaz de detectar
uma unica cépia do DNA alvo, seqiiéncias repetitivas sdo usadas para
melhorar a sua sensibilidade. Um PCR modificado (PCR-SHELA) foi
desenvolvido para melhorar seu resultado no diagnéstico da infec¢ao por L.

donovani em pacientes na india, Quénia e Brasil, com 90 % de sensibilidade e
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100 % de especificidade (QIAO et al., 1995). O PCR também tem sido utilizado
na América Central para detectar a presenca de L. chagasi em seres humanos
e em estudos epidemiolégicos (ZELEDON et al., 1993) e também para o
diagnostico de LV em caes (MATHIS; DEPLAZES, 1995). Schaefer e
colaboradores (1995b) determinaram que a técnica de PCR é capaz de registrar
DNA de Leishmania até 10 meses antes de seu diagnéstico positivo no teste de
aglutinacdao direta (DAT) e pode persistir por mais de trés anos apés
tratamentos aparentemente bem sucedidos, sendo inclusive capaz de detectar
DNA circulante do parasito em casos assintomaticos.

Por outro lado, o PCR utilizado para identificar acidos nucléicos do
parasito, embora muito sensivel, ndo é adequado para ser utilizado no
diagnéstico de rotina, devido a possibilidade de contaminagdo com acidos
nucléicos exégenos, ao custo proibitivo e a necessidade de equipamentos e
mao de obra qualificada (LOPEZ et al, 1993; MILLESIMO et al., 1996; TEIXEIRA;
VEXENAT, 1996; CHATTERJEE et al., 1999; EISENBERG; JAFFE, 1999). Uma
etapa do ensaio de PCR necessita da realizagcdo de eletroforese em gel para
interpretar os resultados, o que demanda tempo e nao é adequado para uso
em campo (LOPEZ et al., 1993).

5.5. Outros métodos diagndsticos

A quantificacdo de proteina C-reativa (CRP) no soro de pacientes com LV
foi apresentada como forma de se determinar a atividade da doenga, incluindo
resposta a terapia (SINGH et al., 1999b). Os resultados observados apontaram
que a CRP no soro pode ser usada como indicador de um possivel
desenvolvimento de resisténcia aos medicamentos durante o curso do
tratamento.

Saliva também tem sido aventada em substituicao ao soro como fluido
corporal alternativo na escolha em imunodiagnoéstico da LV (MASUM; EVANS,
1994).

A reacao de hipersensibilidade tardia é universalmente conhecida como
teste de Montenegro (ou teste da leishmanina). Ela foi originalmente
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introduzida por Wagner em 1923 usando extrato de promastigotas de
Leishmania, e posteriormente modificado em 1926 por Montenegro (KAR,
1995), e examina a reagao conferida por linfocitos T (resposta celular).
Considera-se que ela representa uma avaliagao in vivo da imunidade mediada
por células (SHIDDO et al., 1995a).

A reagao de Montenegro nao é utilizada para o diagnéstico da LV. Além
de ser género-especifica, limitando o seu valor nas areas onde também
incidem as leishmanioses cutaneas, a reagido é negativa durante a fase ativa da
doenca, quando o diagnéstico é mais necessario. Esta negatividade é devido a
auséncia de resposta celular nesta fase. Entretanto, essa reagao é valiosa na
estimativa da prevaléncia da infecgdo por Leishmania em estudos
epidemiolégicos, além de apontar a resposta terapéutica do paciente ao
tratamento, uma vez que a reacao se positiva apés a cura (TEIXEIRA, 1988).

Shiddo e colaboradores (1995a) também demonstraram nos pacientes
com LV clinica a falta de reatividade no teste de Montenegro e encontraram
também, em area endémica, ainda que raramente, resposta de anticorpos e
hipersensibilidade no mesmo individuo, situagcao que o grupo atribuiu a
existéncia de ﬁma infec¢cao moderada, com cura espontanea ou assintomatica,
onde ha tanto uma resposta do tipo Th1 quanto do tipo Th2. Baseado nesses
achados os autores especulam que durante o inicio da LV humana, o perfil Th2
é predominante (como indicado nos resultados obtidos pela detecgido de
anticorpos) e que posteriormente existe uma mudanga para uma resposta Th1
(como sugerido pelo teste de Montenegro). Dessa forma, consolidam a sua
proposta de combinar a determinagcao de anticorpos com o teste de
Montenegro como uma ferramenta Gtil em testes epidemiolégicos, opinidao
compartilhada por Marty e colaboradores (1994).

Na Tabela 1, encontram-se sumarizados os dados apresentados acima
sobre o diagnodstico laboratorial da LV.
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TABELA 1. Sumario de dados da literatura sobre diagnostico laboratorial da

LV.

Natureza do

Nome do teste Vantagens Desvantagens
teste
simples de executar
Testes néao . . .
Formol gel conveniente para inespecifico

imunolégicos

trabalho em campo

Teste de fixagao de
complemento (CFT)*

considerado muito util
no diagnéstico precoce
€ no monitoramento
dos efeitos do
tratamento

reacao cruzada com
outros parasitos
(tripanossomatideos) e
infecgcoes micéticas
uso do parasito

Teste de
- hemoaglutinagao
indireta (HI)*

reacao cruzada pode
ocorrer com »
Plasmodium, T. cruzi e
Mycobacteria
apresenta menor
especificidade

uso do parasito

Deteccdo de
anticorpos
Teste de aglutinacdo
direta (DAT)

simples e economico
tao sensivel e
especifico quanto
ELISA ou IFI

pode distinguir entre
LV ativa e
tripanossomiase

nao distingue entre
infeccdo precoce e
depois da cura

uso do parasito

Teste de
imunofluorescéncia
indireta (IFl)

especialmente util na
determinacgio da
presenga de infecgao
latente no periodo
quiescente e como
teste de cura

leitura nao é adaptavel a
estudos
soroepidemiolégicos
em larga escala devido
a limitagoes na leitura
menos sensivel que o
ELISA

uso do parasito
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TABELA 1. Sumario de dados da literatura sobre diagndstico laboratorial da

LV. Continuagao.

Natureza do
teste

. Nome do teste

Vantagens

Desvantagens

Deteccao de

anticorpos

Teste da gel difusdao
(TGD)*

simples

¢ antigenos complexos

ou extratos crus do
parasito podem ser
usados apenas em
areas onde nao
ocorram patégenos que
causam reacgéo cruzada

com Leishmania

¢ uso do parasito

Imunoeletroforese
em contra-corrente
(IECC)*

mais sensivel do que o
TGD e necessita de
menos tempo para ser
realizado (15-60
minutos)

parece ser mais
adequado do que
outros testes
sorolégicos para
deteccdo de infecgao
criptica em ensaios de
campo, em associagao
com teste cutdneo para
avaliar exposicao
prévia ao parasito

o dificil execugdo

¢ uso do parasito
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TABELA 1. Sumario de dados da literatura sobre diagnéstico laboratorial da

LV. Continuagéo.

Natureza do
Nome do teste Vantagens Desvantagens
teste
o reagdes cruzadas com
tripanossomiase,
doenca de Chagas,
esquitossomiase,
i tuberculose,
o tao preciso e sensivel
. hanseniase, febre
Ensaio de quanto RIA e . . .
. tiféide, disenteria, larva
imunoadsorgao conveniente para .
. . . migrans, doengas
enzimatico (ELISA)* triagem de grande .
hepaticas,
namero de pessoas .
leishmanioses
cutaneas e muco-
cuténeas tem sido
observadas
e uso do parasito
Detecgdo de o forma modificada e
anticorpos simplificada do ELISA
o leitura facilmente ¢ a subjetividade no
visivel estabelecimento de
Dot-ELISA e pode ser usado com leitura positiva, pode
sucesso em campo provocar casos falso-
para analises negativos
epidemioldgicas
e nhdo é caro
¢ teste barato e simples
e a propria tira pode ser | ¢ a subjetividade no
anexada a ficha do estabelecimento de
Dipstick paciente leitura positiva, pode
¢ pode utilizar rAg provocar casos falso-
o também se presta a negativos
detecgao de antigenos
Deteccédo de
i o ésempre indicadorde | ¢ sensibilidade
antigenos
. infec¢ao ativa relativamente baixa
circulantes
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TABELA 1. Sumario de dados da literatura sobre diagnéstico laboratorial da

LV. Continuacao.

Natureza do

Nome do teste Vantagens Desvantagens
teste
indicado para
verificagcdao de presenca | ¢ negativo na fase ativa
de hipersensibilidade dalLV
Teste para
Teste de mediada por célula ¢ nao distingue infecgao
resposta
Montenegro apés tratamento passada ou corrente

imune celular

ideal para as formas
tegumentares de

leishmaniose

e reagao cruzada com
outros patégenos

* - Utilizando como antigeno lisado parasitario ou antigenos hidrossoliveis do lisado

parasitario
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Il. OBJETIVOS

1. OBJETIVO GERAL

Este estudo tem como objetivo a avaliagao de antigenos recombinantes
visando o desenvolvimento de um método “dipstick” para imunodiagnéstico
da leishmaniose visceral, que seja simples, rapido, sensivel e especifico, que
nao necessite de aparato laboratorial sofisticado e possa ser usado em
ambulatérios médicos ou consultérios veterinarios e como teste de triagem no

campo.

2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.1. Selecionar antigenos recombinantes de amastigotas de L. chagasi
reconhecidos por soros de pacientes com LV a partir de bibliotecas de cDNA e

de DNA genomico disponiveis em nosso laboratério.

2.2. Definir um grupo de antigenos recombinantes que produza 100% de
sensibilidade, em um grupo de pacientes com LV selecionados por critérios
clinicos e com diagnéstico parasitologicamente confirmado, em um ensaio de
dipstick, e que apresente 100% de especificidade em relagcdo a um pequeno

grupo de individuos sadios ou com outras doengas cronicas.
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lll. JUSTIFICATIVA

Durante as ultimas duas décadas tornou-se evidente que as
leishmanioses sao enfermidades muito mais prevalentes do que se suspeitava,
sendo considerada pela Organizagdo Mundial de Saiide como uma das seis
maiores doencgas infecto-parasitarias dos paises em desenvolvimento
(WORLD..., 1990). No Brasil, a leishmaniose visceral americana se apresenta
em franca expansio, sendo o Nordeste a regido mais atingida (COSTA et al.,
1990; NASCIMENTO et al., 1996). Outro fator também agrava essa conjuntura: a
Leishmania chagasi é hoje reconhecida como um freqiiente agente oportunista
nas infecgoes pelo HIV.

Embora a demonstracdao dos parasitos seja considerada a forma ideal de
diagnéstico, os métodos utilizados para essa identificagdo sdo invasivos, de
baixa sensibilidade e dificil de serem realizados sem apoio laboratorial
expressivo. Assim, o diagnéstico parasitologico das infecgdes por L. chagasi,
por varias razoes, pode ser dificil de ser obtido, e, como a terapia é
prolongada, cara e potencialmente toxica, a confirmagao do diagnédstico é
altamente desejavel.

Como a leishmaniose é bastante encontrada em areas onde predomina
uma populacao de baixa renda, torna-se importante o acesso a um método
diagnoéstico de custo reduzido, de alta sensibilidade e especificidade e que nio
requeira instalacées hospitalares. Um diagnéstico preciso e se possivel
precoce da infecgdao, podera contribuir decisivamente para o controle da
leishmaniose visceral.

Nos ultimos anos, o uso de antigenos recombinantes de Leishmania tem
mostrado ser Gtil no diagndstico imunolégico da leishmaniose visceral. Tem-
se discutido a importancia da identificacdo e produgdo de antigenos definidos
de L. chagasi, com capacidade de serem utilizados em ensaios com alta
sensibilidade e especificidade e que possam ser utilizados para discriminar a
infeccao por Leishmania de outras infecgdes parasitarias.
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IV. MATERIAL E METODOS

1. SOROS

Foram testados quatro soros de pacientes com lupus eritematoso
sistémico (SLE), diagnosticados de acordo com os critérios propostos pela
American Rheumatism Association (ARNETT et al., 1988), gentilmente cedidos
pelo Dr. Mitermayer Santiago, da Faculdade Baiana de Medicina e Saude
Publica; 93 soros de pacientes com leishmaniose visceral, identificados por
critérios clinicos, com demonstragcao de parasitos em aspirado de medula
6ssea ou em cultivo, gentilmente cedidos pelas Dra. Selma Jerénimo, do
Departamento de Bioquimica da UFRN e Dra. Aldina Barral, do Laboratério de
Imunoparasitologia do CPqGM, FIOCRUZ; cinco soros de pacientes com
hanseniase diagnosticados por critérios clinicos e laboratoriais, incluindo a
determinagdo de carga bacilar; quatro soros de pacientes com leishmaniose
cutdnea localizada diagnosticada por critérios clinicos e por demonstragao de
parasitos, dois soros de pacientes com leishmaniose cutaneo-mucosa
diagnosticada por critérios clinicos e positividade na reagcao de Montenegro e
em sorologia por ELISA e cinco soros de pacientes com leishmaniose cutinea
difusa diagnosticada por critérios clinicos e por demonstracdo de parasitos,
gentilmente cedidos pela Dra. Aldina Barral; e 27 soros de individuos sadios,

de area nao endémica. Essas amostras foram conservadas em aliquotas a - 20°
C.

2. LISADO DE Leishmania

Leishmania chagasi (MHOM/BR/96/I0C-LC-2455, cepa MERIVALDO) é
mantida em nosso laboratério pela passagem em hamsters ou criopreservada
em nitrogénio liquido. Suspensiao de células de bago e figado de hamster,

contendo amastigotas, foi adicionada a meio Schneider (Schneider's insect
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medium, Sigma Chemical Co, St. Louis, Missouri, EUA), pH 7,2 (preparado de
acordo com instrugoes do fabricante), suplementado com 20% (v/v) de soro
bovino fetal inativado pelo calor (Hyclone Laboratories, Logan, Utah, EUA) e
100 ng/ml de gentamicina (Garamicina, Schering-Plough, Rio de Janeiro, RJ,
Brasil). Nesse meio, os parasitos transformaram-se em promastigotas e foram
cultivados em passagens regulares. A avaliagdo do crescimento parasitario foi
realizado através de contagem em hemocitdmetro. Todas as formas
promastigotas utilizadas para produgdo de antigeno foram provenientes de
cultivos com nao mais que 10 passagens in vitro. O antigeno para
sensibilizagao de tiras de nitrocelulose e uso em SDS-PAGE foi preparado pela
coleta de promastigotas em fase logaritmica por centrifugag¢ao (a 1.000 g por
15 min a 4° C), com lavagem duas vezes com solugido salina a 0,15 M
tamponada com fosfato, pH 7,4 (PBS), a 4°C. Os promastigotas foram
ressuspensos em PBS e na presenga dos inibidores enzimaticos fluoreto de
fenil-metil-suifonico a 1mM (Sigma Chemical Co, St. Louis, MO, EUA),
leupeptina a 5 ug/ml (Sigma Chemical Co, St. Louis, MO, EUA), pepstatinaAa 5
pg/ml (Sigma Chemical Co, St. Louis, MO, EUA), antipaina a 5 pug/ml (Sigma
Chemical Co, St. Louis, MO, EUA) e fenantrolina a 5ug/ml (Sigma Chemical Co,
St. Louis, MO, EUA), antes de lise por sonicagdo em aparelho de ultra-som,
com 10 ciclos-de 5 segundos sobre gelo. O lisado foi entdo armazenado a -70°
C e a concentragido de proteinas nele presente determinada quantitativamente

através do método da fluorescamina.

3. DOSAGEM DE PROTEINAS

O antigeno de promastigota foi submetido a dosagem protéica pelo
método de fluorescamina (Sigma Chemical Co, St. Louis, MO, EUA). Para esse
ensaio foi feita uma curva padrio de soroalbumina bovina (BSA) em
bicarbonato de sodio a 100 mM pH 8,0, contendo NP40 a 1%, sendo as
amostras diluidas no mesmo tampao. Aos 90 ul das amostras foram
adicionados 10 pl de fluorescamina a 0,1% em acetona. A leitura do ensaio foi
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feita imediatamente em um aparelho Titertek Fluoroscan Il (Flow Laboratories
Inc, McLean, VA, EUA).

4. PROTEINAS RECOMBINANTES DE L. chagasi

Para obtencdo de proteinas recombinantes, nosso laboratério produziu
clones de vetores lambda ZAP Il (Stratagene, La Jolla, CA, EUA) codificando
diferentes antigenos de Leishmania chagasi, obtidos através da triagem de
uma biblioteca de cDNA de amastigotas e outra de DNA gendmico de L.
chagasi com soros de cido e de seres humanos infectados por L. chagasi.
Esses clones permitem a expressao de um inserto de gene de L. chagasi em
Escherichia coli XL 1-Blue MRF'.

Resumidamente, a E. coli cresceu em meio NZY (GIBCO BRL, Grand
Island, NY, EUA), preparado conforme instrucdoes do fabricante, pH 7,5, e
suplementado com 10 mM de MgSO, e 0,2% de maltose. Ao atingir a fase
estacionaria, as bactérias foram diluidas para uma concentragio com leitura
6tica a 600 nm de 0,5, sendo entio submetidas a infecgdo pelos fagos
contendo genes de L. chagasi, por 15 minutos a 37° C. Essa solugido foi
misturada com solugdo de 0,8% de agarose (Difco Laboratories, Detroit, Ml,
EUA), diluida em meio NZY a 42° C e vertida em placa com meio solidificado de
NZY com 1,5% de agarose onde permaneceu por 3 horas a 42° C.

Foram utilizados inicialmente cinco clones codificando antigenos
diferentes (LC2, LC9, LC16, LC30 e LC121). Trés clones adicionais, LC131, LC132
e LC133, foram identificados por metodologias desenvolvidas em nosso
laboratério. O DNA destes clones foi enviado para sequenciamento.

Desta forma, oito antigenos recombinantes (rAg) diferentes foram
utilizados nos estudos.
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5. DESENVOLVIMENTO DO TESTE MULTISTICK-LEISH COM ANTIGENOS
RECOMBINANTES DE Leishmania chagasi |

Multistick (dipstick com multiplos antigenos recombinantes) € o nome
fantasia que esta sendo proposto para o teste em desenvolvimento. O nome
sera registrado legalmente.

O teste “Multistick” consiste em um dot-ELISA, utilizando trés passos
simples: a incubagido de uma tira de membrana de nitrocelulose pré-
sensibilizada por antigeno com uma diluicdo de soro, seguida por incubagao
com uma suspensao de anticorpo anti-imunoglobulina ligado a peroxidase e

incubacao com um substrato cromogénico.

5.1. Sensibilizacdo das tiras com antigenos e construcio dos "sticks"

As proteinas recombinantes (item 4) foram transferidas, durante 16 horas
a 37° C, para membrana de nitrocelulose (Osmonics, 0,45 um), justaposta as
placas de agarose contendo E. coli infectadas com os fagos codificando os
antigenos. As membranas foram previamente imersas por 20 min em solugio
contendo isopropil-1-tio-B-D-galactopiranosideo (IPTG) a 10 mM (GIBCO BRL,
Grand Island, NY, EUA), usado para indugéao de proteinas recombinantes.

As membranas de nitrocelulose, depois de bloqueadas em PBS com leite
desnatado em p6 a 10% (m/v) e lavadas por trés vezes em PBS contendo 0,05%
de Tween 20 (PBS-T20) e uma vez em PBS, foram cortadas com lamina de
bisturi em tiras de aproximadamente 10,0 X 0,2 mm, que foram aderidas, com
fita adesiva de dupla face, a uma matriz plastica (com dimensdes de 40 X 20 X
0,1 mm), para aumentar sua resisténcia (Fig. 1A). Outras membranas de
nitrocelulose foram sensibilizadas com um lisado total de L. chagasi (obtido
conforme descrito no item 2) diluido a 200 ug/ml, através de incubagéo por 2h,
seguindo-se bloqueio por 1h com PBS contendo leite desnatado em p6 a 10 %

e lavagem como descrito acima. Essa tira serviu para identificagao de soros
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com anticorpos anti-Leishmania. Tiras de nitrocelulose foram sensibilizadas
também com imunoglobulina G humana (obtida de individuos sadios,
purificada em- coluna de Sepharose 4B e cedida gentilmente pela Dra. Neci
Soares, LIMC, CPqGM), da mesma forma descrita acima para o lisado de
Leishmania. A IgG humana funcionou como um controle positivo para
atividade do conjugado e do substrato. Outras tiras foram incubadas apenas
com PBS contendo leite desnatado em p6 a 10%, para serem usadas como
controle; outro controle foi realizado por uma tira sensibilizada com proteinas
de bactérias infectadas com um vetor sem o inserto de genes de Leishmania.

Todas estas incubagées foram realizadas a temperatura ambiente.

5.2. Deteccao de anticorpos

As tiras preparadas, como apresentado acima, foram incubadas por 2
horas, em agitagao constante, com uma diluicio de 1:400, em PBS-T20
contendo 10% de leite desnatado em p6, 20 mM de azida de sédio e 10% de
lisado de E. coli (ver item 7), dos soros dos pacientes e de individuos controle,
apos deplegao de anticorpos anti-E. coli, a temperatura ambiente (Fig. 1C).
Essa diluicao, em ensaios preliminares, permitiu uma melhor discriminagao
entre os soros de pacientes com LV e os soros de individuos sadios. Apés
lavagem das tiras, com incubagido de 5 min e agitagdo constante, por trés
vezes com PBS-T20 e uma vez com PBS, a ligacdo de anticorpos anti-
Leishmania foi revelada pela incubagao com um conjugado de anticorpos anti-
imunoglobulina G humana (Fc especifico) com peroxidase (Sigma Chemical
Co, St. Louis, MO, EUA) diluido 1:2000, por 1 hora a temperatura ambiente (Fig.
1D). A ligacao do conjugado foi por sua vez revelada, apés nova lavagem como
descrito acima, por incubacao de 20 min com o cromégeno (solugao em agua
destilada de 3,3 diaminobenzidina a 0,6 mg/ml e 0,1% de perdxido de
hidrogénio a 20 volumes), a temperatura ambiebnte (Fig. 1E). A seguir as tiras

foram lavadas em agua de torneira.
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5.3. Resumo do teste

Resumidamente, o procedimento, parcialmente esquematizado na figura
1, foi o seguinte:

1. membranas de nitrocelulose sio revestidas com o lisado total de

promastigotas de L. chagasi, IgG humana, leite desnatado, proteinas

recombinantes ou proteinas da bactéria;

2. os sitios de ligagao a proteinas nas membranas de nitrocelulose sao

bloqueados usando uma solugao de 10 % de leite em p6 desnatado;

3. as membranas sao lavadas por trés vezes com PBS-T20 e uma vez

com PBS;

4. a membrana é cortada em tiras, que sdo coladas transversalmente,

com fita ciupla face, em uma tira de plastico (Fig. 1A);

5. a tira é submetida a amostra de soro potencialmente contendo

anticorpos contra Leishmania (Fig. 1C) e lavada conforme descrito

anteriormente;

6. a tira é incubada com o conjugado anti-IlgG humana-peroxidase (Fig.

1D) e lavada conforme descrito anteriormente;

7. a tira é incubada com uma solugao contendo peréxido de hidrogénio

e DAB (Fig. 1E), que atua como cromadgeno, e apés 20 min, a tira é lavada

em agua de torneira;

8. a tira é deixada a temperatura ambiente para secar, e a presenca ou

auséncia de uma coloragao marrom ou castanha (Fig. 1F), indicando a

presencga de anticorpo no soro, é verificada.
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FIGURA 1. Representagado esquematica do teste de Multistick para detecgao de
anticorpos anti-Leishmania. A, foto de tira de plastico com pequenas tiras de
papel de nitrocelulose coladas transversalmente. O papel de nitrocelulose foi
previamente sensibilizado com quatro antigenos recombinantes de L. chagasi
(rAg LC121, LC30, LC16 e LC9), leite desnatado, lisado de bactéria sem
antigeno recombinante (rAg), IgG humana e lisado de L. chagasi, conforme
indicado na figura. B, desenho esquematico de tira de plastico dobrada
longitudinalmente. C, D e E, desenho esquematico de tira de plastico dobrada
e inserida em um tubo de cinco ml de volume, onde sdo processadas as
reacgoes sucessivas com diluigdes de soro (em um volume total de 1 ml), de um
conjugado anti-lgG humana-peroxidase e de um substrato cromogénico por
oxidagao. F, fotos de tiras de plastico em que foi testado um soro humano
normal, mostrando a presencga de cor apenas na tira de papel de nitrocelulose
pré-sensibilizada com IgG (reagdo negativa) e foto de tira de plastico em que
foi testado um soro de um paciente com leishmaniose visceral, mostrando a
presenca de cor nas tiras de papel de nitrocelulose sensibilizadas com
antigenos recombinantes de L. chagasi e também nos controles positivos do
ensaio (nitrocelulose sensibilizada com lisado de L. chagasi e com IgG
humana). ‘




72

5.4. Leitura do ensaio

Para facilitar a distingdo entre as marcagdes encontradas nas

membranas, foi construido um padrdao de positividade (Fig. 2) baseado nos

achados em individuos normais e em pacientes com leishmaniose visceral.

MULTISTICK

Positividade para

Leishmaniose Visceral

NEGATIVO
LC30

>

POSITIVO
LC9, LC16, LC121, LC131, LC132, LC133

POSITIVO
LC30

Y

<

FIGURA 2. Padrdao de positividade do teste de Multistick. Essa escala foi
construida como referéncia, a partir de resultados possiveis, para avaliagao
das membranas sensibilizadas com antigenos recombinantes de Leishmania
frente aos soros testados. As setas indicam as intensidades consideradas
positivas ou negativas para anticorpos contra os antigenos nelas assinalados.
Soros normais podem apresentar baixa reatividade contra o LC30; apenas
soros de pacientes com leishmaniose apresentam forte reatividade.
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6. UM ATALHO METODOLOGICO PARA AUMENTO DE SENSIBILIDADE:
AMPLIANDO O NUMERO DE ANTIGENOS RECOMBINANTES

Cinco antigenos recombinantes (LC2, LC9, LC16, LC30 e LC121) foram
selecionados Qe uma biblioteca de cDNA de amastigotas de L. chagasi através
de sua reatividade com "pools" de soros de caes e seres humanos infectados
conforme descrito acima. Estes antigenos foram testados individual e
simultaneamente no ensaio Multistick contra soros de 23 individuos com
exames parasitologicos confirmados para LV. Dois destes soros, contudo,
apesar de reagirem com o lisado de Leishmania, nao reagiram com nenhum
antigeno recombinante, reduzindo a sensibilidade do ensaio para 91%. Uma
mistura destes dois soros foi entdao usada para uma nova triagem da biblioteca
de cDNA (Fig. 3). Isto permitiu a identificagdao de dois novos antigenos.

Posteriormente, 70 novos soros de pacientes com leishmaniose visceral,
também confirmados parasitologicamente, foram testados contra este painel
ampliado de rAg, sendo detectados seis casos falso-negativos.

Esses soros sem anticorpos contra os rAg disponiveis foram triados nas

bibliotecas de cDNA e DNA gendémica, permitindo a deteccao de outro antigeno‘

relevante no imunodiagnéstico.

FIGURA 3. O uso de soros falso-negativos para obter antigenos recombinantes
(rAgs) relevantes. Esquema do procedimento empregado para melhorar o
imunoensaio para o diagnéstico da leishmaniose visceral.
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7. CALCULO DA SENSIBILIDADE E ESPECIFICIDADE PARA AVALIAGAO DOS

ANTIGENOS RECOMBINANTES

Este calculo foi feito utilizando-se as seguintes formulas:

Namero de soros com
a. Sensibilidade (%)=  anticorpos reconhecendo pelo menos um rAg X 100
N° total de soros

Numero de soros sem anticorpos detectaveis
contra os rAgs ou produzindo um padrao
de reconhecimento diferente do produzido
b. Especificidade (%)= BOr anticorpos dos soros de pacientes com LV y 409

Numero total de soros de individuos sem LV
testados

8. PROTOCOLOS DE ABSORGAO DE ANTICORPOS ANTI-Escherichia coli DO
SORO

Para reduzir a interferéncia de anticorpos anti-E. coli no ensaio Multistick,
foi utilizado um lisado de bactéria XL 1-Blue cultivada em meio NZY, ou o seu
sobrenadante apés centrifugagdo (a 500 g por 15 min e 4° C), que havia sido
infectada com um fasmideo sem gene de Leishmania e em presenca de IPTG.

Os soros foram diluidos em PBS-T20 contendo 10% de leite desnatado em
po e 10 % de sobrenadante do lisado da bactéria infectada pelo vetor sem gene

de Leishmania e utilizados dessa forma no ensaio.
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9. SEMI-QUANTIFICAGCAO DE ANTICORPOS ANTI-L. chagasi

A dosagem de anticorpos anti-L. chagasi em todas as amostras de soro
foi realizada através de ELISA indireto, em placas de microtitulacao (Corning,
NY, EUA), no qual foi utilizado como antigeno um lisado de promastigotas de
L. chagasi obtido de cultura axénica do parasito, na concentragao de 25 nug por
ml de tampao bicarbonato 0,06 M, pH 9,8. Os pocos nas placas foram
incubados em camara umida durante a noite, a 4° C, com 100 pul da suspensao
de antigeno. Depois de sensibilizados, os pogos foram lavados e, em seguida,
o bloqueio de reacdes inespecificas foi feito através de incubagiao com
solucao de leite desnatado a 10% (200 ul por pogo) em camara umida, durante
1 hora a 37 °C. Apods lavagens (descritas abaixo), as amostras de soros
controle e soros testes foram entdao adicionadas as placas, em duplicatas,
diluidas em PBS com leite desnatado a 10%, contendo 0,05% de Tween 20 e
incubadas a 37° C, durante 1 hora em camara umida, seguido de lavagem
(descrita abaixo). Um anticorpo anti-lgG humana, Fc-especifico, conjugado a
peroxidase (Sigma Chemical Co, St. Louis, MO, EUA) foi adicionado e incubado
a 37° C, durante 1 hora, em camara umida. Apds lavagens (descritas abaixo),
100 ul de uma solugido reveladora da atividade enzimatica, consistindo em 5
mg do cromégeno OPD (Sigma Chemical Co, St. Louis, MO, EUA), 50 pul de
peroxido de hidrogénio a 20 volumes, 6 ml de agua destilada, 3 ml de tampio
de acido citrico a 0,1 M, pH 7,6 e 3,2 ml de tampao de fosfato de sédio a 0,2 M,
pH 7,2, foram adicionados aos pogos e incubados por 25 minutos a
temperatura ambiente, no escuro. A reagao foi interrompida pela adigao de 25
ul de H.SO4 a 4M e a leitura de absorbancia feita em leitor de ELISA, com filtro
de 490 nm. A diluicdo, em PBS com 10% de leite desnatado em pé e 0,05% de
Tween 20, do anticorpo anti-lgG humana conjugado a peroxidase a ser
utilizada foi determinada em ensaio preliminar onde esse reagente foi titulado
por diluicdo seriada. Optou-se pela diluigio de 1:4000. A diluicio do soro
humano utilizada foi de 1:100. Todas as etapas de lavagem foram realizadas
através de trés incubagoes de 5 minutos em PBS-T20 e uma incubagio

também de 5 minutos somente com PBS. O limite inferior de positividade do
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ELISA (valor do "cut-off") foi definido como média das leituras no ELISA do
soro de 27 individuos sadios de area ndo endémica somada a trés vezes o
desvio padréo" da média. Em todos os ensaios realizados foram incluidos em
duplicata: soro padrdo positivo (alta reatividade no ensaio), em dois pogos;
soro padrio negativo (baixa reatividade no ensaio), em trés pocos, e
conjugado nao lavado, para controle do substrato cromogénico, um poco.

Os dados obtidos foram analisados através da aplicagcao do teste
estatistico ANOVA seguido pelo teste de comparagoes multiplas de Newman-
Keuls.

10. DOT-ELISA

Para sensibilizagdo da membrana de nitrocelulose, foram filtrados no
papel, volumes de 50 ul de lisado de L. chagasi, obtido como descrito
anteriormente, em concentracao de 200 nug/ml, colocados sob leve pressio
negativa utilizando o aparelho HYBRI-DOT® Manifold (GIBCO BRL, Grand
Island, NY, EUA), por 5§ min em temperatura ambiente. A seguir, a membrana
foi incubada com PBS contendo 10% de leite desnatado em p6 por 2 h a
temperatura ambiente, com o objetivo de bloquear sitios de ligagao a proteina
porventura ainda disponiveis e posteriormente lavada com trés ciclos de 5 min
com PBS-T20 e uma vez com PBS.

Pedagos da membrana com os pontos sensibilizados assim obtidos
foram cortados e colocados separadamente com os soros a serem testados na
diluigdo de 1:400 (em PBS com 10% de leite desnatado em pé, 0,05% de Tween
20 e 20 mM de azida de sodio) por 2 h, sendo posteriormente lavados, como
indicado anteriormente, e entdo incubados com o conjugado anti-lgG humana
ligado com a peroxidase, diluido a 1:2000, por 1 h. Apés esse periodo, e novo
ciclo de lavagens, a revelagio da reagio aconteceu através de incubagio de 20
min com o cromdégeno (solugcdo em agua destilada de DAB a 0,6mg/ml com
0,1% de peroxido de hidrogénio a 20 volumes). A seguir os pedagos foram

lavados em agua de torneira. Todos esse procedimentos foram realizados a
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temperatura ambiente, e os ensaios executados com os mesmos controles
utilizados no ELISA indireto (item anterior).

'1. ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA NA PRESENCA DE
_ DDECIL SULFATO DE SODIO (SDS-PAGE) E "WESTERN BLOT"

Duzentos e cinqlienta microgramas de proteina de um lisado total de L.
chagasi (obtido como descrito no item 2), suspensos em 200ul de tampao de
amostra (Tris a 0,125 M, SDS a 2,3%, glicerol a 10% e 2-3-mercaptoetanol a
0,01% em agua destilada) pH 6,8, foi fervido por 3 min e submetido a
eletroforese em gel de poliacrilamida na presenga de dodecil sulfato de sodio
(SDS-PAGE), seguida por “Western blot”. Os géis de migracao foram
preparados na concentragdo final de 12% de acrilamida, montados em
aparelho Mini-protein Il (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, EUA) e colocados
em tanque de eletroforese contendo tampao de corrida (3,02 g de Tris, 14,43g
de glicina, 1 g de SDS e agua destilada q.s.p. 1 |, pH 8,3). Apés aplicagao de
100 pul da solugao do antigeno por gel, a corrida foi realizada em voltagem
constante de 100 a 120 V. Foi utilizado para o calculo do peso molecular
aparente das bandas protéicas o padrio de peso molecular BENCHMARK™
Protein Ladder (Gibco Laboratories, Hercules, CA, EUA), que correu ao mesmo
tempo e contém 15 proteinas situadas em uma faixa de peso molecular de 10 a
220 kDa. Os polipeptidios do gel foram eletro-transferidos para membrana de
nitrocelulose de 0,45 um (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, EUA) em tampao
de transferéncia (Tris a 0,025 M, glicina a 0,93 M e metanol a 20% em agua
destilada) a 30 V por 16 h, seguindo instrucoes do fabricante. Apds a
transferéncia, a membrana foi corada com vermelho de Ponceau S, para
verificagdo do sucesso desse Uultimo procedimento. Em seguida, apés
descoramento da membrana com agua destilada para retirada do excesso de
Ponceau S, a membrana foi lavada trés vezes com PBS-T20 e uma vez apenas
com PBS, apéds ter sido bloqueada para reagoes inespecificas por incubagao
de 2 h com uma solugao de leite desnatado em pé a 10% em PBS.
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Para a imunodetecgédo, tiras de 3 mm de largura foram cortadas da
membrana previamente bloqueada e incubadas com os soros (controles
negativo, positivo e amostras-testes), diluidos a 1:400, como no item anterior,
por 2 h. Depois da incubagdao com os anticorpos primarios, as tiras foram
lavadas como descrito e incubadas com um conjugado anti-imunoglobulina
humana Fc-especifico, ligado a peroxidase (Sigma Chemical Co, St. Louis, MO,
EUA) diluido a 1:2000, como no item anterior, por 1 h a temperatura ambiente.
Depois da lavagem, as ligagées dos anticorpos as tiras foram reveladas
usando-se a solugido do cromégeno como no item anterior. A reacao foi
interrompida por remocao do substrato com agua destilada. As tiras foram
secas e armazenadas ao abrigo da luz. Para o calculo do peso molecular foram
medidas as distdncias em centimetros percorridas pelas proteinas do padrao
de peso molecular e construido um grafico de curva-padrao de migragao
protéica formado pelo logaritmo dos pesos moleculares e a distancia linear
percorrida pelas proteinas. Através deste grafico foram determinados os pesos
moleculares das proteinas de promastigotas de L. chagasi reconhecidas pelos
SOoros.

12. AVALIAGAO DOS AGENTES DE BLOQUEIO DE REACOES INESPECIFICAS

Foram usados como reagentes bloqueadores de ligagoes inespecificas no
ensaio o leite em p6 desnatado, BSA e Tween 20, isoladamente e em conjunto.
Foram testadas diluicoes de 5, 10 e 20% de leite em p6 desnatado, de 1 ou 4%
de BSA e 0,025% ou 0,05% de T20.

13. COMPARAGAO DE DIFERENTES MATRIZES DE MEMBRANAS QUANTO A
PRODUGAO DE SINAL NO ENSAIO

No estudo da ligagdo de antigenos as membranas, as seguintes

membranas disponiveis comercialmente, nas quais as proteinas podem ser
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imobilizadas, foram investigadas e comparadas: membranas de nitrocelulose
(Millipore, 0,45.m; BioRad, 0,20upm e Schleicher & Schuell, 0,45 pm; HSI,
0,45.um) e membrana de nylon (Nytran, Schleicher & Schuell, 0,45um). Papéis
de celulose de diferentes fontes também foram testados quanto a capacidade
de adsorgao de proteinas.

Essas membranas foram sensibilizadas passivamente pela incubagao
com uma solugcdao de concentragio de 200 ng/ml IgG humana (obtido como
descrito anteriormente), por 2 h em temperatura ambiente. Posteriormente, as
membranas foram incubadas com PBS contendo 10% de leite em pé por2 h a
temperatura ambiente, sendo entao lavadas 10 vezes por incubagao de 5 min
com PBS-T20 e uma vez com PBS. Apds esse periodo, discos dessas
membranas foram cortados e anti-lgG humana conjugada com a peroxidase,
diluida 1:2000 (como acima), foi incubada com esses pedagos por 1 h a
temperatura ambiente. Ao final desse tempo e depois de um ciclo de 10
lavagens, como descrito acima, a revelagido da reagido foi realizada por
incubacdao de 20 min a temperatura ambiente com o cromoégeno (descrito
acima). A seguir os pedacos foram lavados em agua de torneira. Todos os
discos foram avaliados do ponto de vista de intensidade de coloragdo em

relacéo a papel apenas sensibilizado com leite em pé.

14. CONSIDERACOES ETICAS

As amostras de sangue para preparo do soro foram obtidas, por nossos
colaboradores, com aprovagio por Comités de Etica para Pesquisa em Seres
Humanos institucionais, para avaliagdo de novos testes imunodiagnédsticos e,

principalmente, para fins sorodiagnésticos.
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V. RESULTADOS

1. ELISA PARA DETECGAO DE ANTICORPOS ANTI-L. chagasi

A porcentagem de pacientes com LV com anticorpos IgG reativos contra
o lisado de promastigotas acima do nivel de "cut-off" detectados no ELISA foi
de 97,8 % (91/93).

Reatividade cruzada foi observada em um de dois soros de pacientes com
leishmaniose mucosa (50%), em trés de quatro com leishmaniose cutinea
(75%), em todos os cinco com leishmaniose cutanea difusa (100%), e em
nenhum com hanseniase, lupus eritematoso sistémico ou do grupo dos
individuos sadios (Fig. 4).

Quando os grupos foram avaliados estatisticamente através de teste de
analise de variancia (ANOVA) e submetidos ao teste de comparagées multiplas
de Newman-Keuls, a Ginica média que era discordante entre os grupos, em um
nivel de significancia com p<0,001, era a do grupo com leishmaniose visceral
confirmada parasitologicamente, cuja média da D.O.49 (2,045 t 1,284) foi quase
vinte vezes maior do que a média encontrada nos controles normais sadios
(0,044 * 0,0404), mesmo que, de acordo com o critério de "cut-off"
estabelecido, pelo menos nove soros de outros grupos também tenham sido

considerados positivos.
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FIGURA 4. Semi-quantificagcdo de anticorpos anti-L. chagasi por ELISA.
Reacgao soroldgica de 93 pacientes com leishmaniose visceral (LV) confirmada
parasitologicamente, 2 com leishmaniose mucosa (LM), 4 com leishmaniose
cutdnea (LC), 5 com leishmaniose cutanea difusa (LCD), 5 com hanseniase, 4
com lupus eritematoso sistémico (SLE) e 27 individuos saudaveis de regiao
nao-endémica (Normais), com soros diluidos a 1:100. Cada simbolo representa
a média dos valores das duplicatas. A linha horizontal (em azul) indica o valor
de "cut-off* [média da densidade 6tica em 490 nm (O.D. 490) dos resultados
obtidos de 27 soros de individuos normais de area nao endémica mais trés
vezes o desvio-padrio dessa média] usado para determinar um resultado
positivo. As barras horizontais indicam a média dos titulos dos soros de cada
grupo. A média que é significativamente diferente do grupo normal (usando o

teste de comparagdes multiplas de Newman-Keuls) esta indicada por #
(p<0,001).
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2. DETECGAO DE ANTICORPOS ANTI-L. chagasi ATRAVES DE DOT-ELISA

Conforme descrito na metodologia (item 9), também foi executado um
dot-ELISA para deteccao de anticorpos anti-L. chagasi nos soros
anteriormente relacionados. Para diminuir a subjetividade na avaliacao de
reagcoes positivas e negativas, devido a observacao de grande residuo de
fundo nos ensaios realizados, optou-se como critério de negatividade o padrao
encontrado na reagao com o controle sem soro do ensaio. Os resultados estio
sumarizados na Tabela 2. A sensibilidade desse método alcangou 98,9 %, mas

a especificidade em relagao aos individuos sadios foi de 62,9%.

TABELA 2. Positividade de soros de pacientes com leishmaniose visceral,
outras leishmanioses, outras doencas e individuos sadios em dot-ELISA

contra lisado de promastigotas de L. chagasi.

N° de N° de
N° de pacientes N° de
pacientes com pacientes o
Dot-ELISA . (%) com outras (%) (%) individuos (%)
leishmaniose . . 7 com outras )
. 4 leishmanioses 3 sadios
visceral doencas
Positivo 92 98,9 6 54,5 —_ — 10 371
Negativo 1 1,1 5 45,5 9 100 17 62,9

" Pacientes confirmados parasitologicamente.

Dois pacientes com a forma mucosa, quatro com a cutinea e cinco com a forma cutinea
difusa.

% Cinco pacientes com hanseniase e quatro com lupus eritematoso sistémico.

Vale ressaltar que na tira do teste Multistick sensibilizada com lisado de
L. chagasi, conforme mostrado na Figura 1 e referido no item 5.1 da
metodologia, que é utilizada como controle do ensaio e representa também um
dot-ELISA, a sensibilidade alcangou 100 % e a especificidade chegou a 100 %
em relagéo aos individuos sadios (dados nao apresentados).




83

3. RECONHECIMENTO DE POLIPEPTIDEOS DE L. chagasi POR SOROS DE
PACIENTES COM LEISHMANIOSE VISCERAL

Soros de 93 pacientes com leishmaniose visceral (confirmados
parasitologicamente) foram testados para verificar reatividade contra
polipeptideos de L. chagasi separados por SDS-PAGE e ligados a
nitrocelulose. Todos os soros reconheceram numerosos antigenos de peso
molecular variando entre 10-220 kDa. A maioria (62,4%) reconheceu até nove
antigenos, 26 dos quais (27,9%) reconheceram entre quatro e seis antigenos
(Tabela 3). Viﬁte e um casos (22,5%) mostraram acima de 13 bandas, nenhum
dos casos pesquisados deixou de reconhecer pelo menos uma banda.

A analise do "western blot" para anticorpos que produzam reagdes
cruzadas foi executada em soros de pacientes com outras formas de
leishmaniose, ou com outras doengas como hanseniase ou lupus eritematoso-
sistémico (SLE) e em individuos sadios. Dos individuos sadios, nenhum soro
reconheceu qualquer dos antigenos de L. chagasi, o que aconteceu também
com os pacientes com hanseniase ou SLE. As amostras de soros de 11
pacientes com outras leishmanioses (formas cutinea, mucosa e cutinea
difusa) foram também testadas. Os soros dos dois pacientes com a forma
mucosa da leishmaniose nao apresentaram reagdao, e todos os que
apresentavam a forma cutinea detectaram entre uma e trés bandas. Dos
pacientes com leishmaniose cutanea difusa, um (20 %) reconheceu entre uma
e trés bandas no "Western blot", e a maioria destes pacientes (40 %)
apresentou reagao entre quatro e seis bandas, sendo que o soro de um
paciente detectou entre sete e nove antigenos e de outro entre 13 e 15
antigenos (Tabela 3).
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TABELA 3. Nimero de antigenos de L. chagasi reconhecidos por soros de
pacientes com leishmaniose visceral, outras leishmanioses, outras doencas e

individuos sadios em "Western blot" contra lisado de promastigotas de L.

chagasi.
N° de
N° de
N° de pacientes N° de pacientes . N° de
pacientes .
antigenos com (%) com outras (%) (%) individuos (%)
. . . . . 3 com outras .
reconhecidos leishmaniose leishmanioses . sadios
; 1 doengas
visceral
0 — — 2 18,2 9 100 27 100
1-3 18 19,4 5 454 —_ — — —
4-6 26 27,9 2 18,2 —_ — e —
7-9 14 15,1 1 9,1 — = — —
10-12 14 15,1 — — — — — —
1315 15 16,1 1 9,1 — — — —
>15 6 6,4 — — — — —_ —
Total 93 100 1 100 9 100 27 100

' Pacientes confirmados parasitologicamente.

2 Dois pacientes com a forma mucosa, quatro com a cutinea e cinco com a forma cutanea

difusa.

® Cinco pacientes com hanseniase e quatro com lupus eritematoso sistémico.

Os antigenos principais de L. chagasi que reagiram com os soros dos
pacientes com leishmaniose visceral confirmados parasitologicamente
provocaram reagcdoes minimas com os soros de pacientes com outras
leishmanioses (Tabela 4). Os antigenos de 27, 30, 54, 86 e 130 kDa foram
reconhecidos mais freqiientemente (Fig. 5). Todos os individuos com LV
reconheceram pelo um desses antigenos e 91,1 % reconheceu todos eles.
Outros antigenos que foram reconhecidos apenas por pacientes com LV sio
os de 46 kDa (24,7 %), 100 kDa (32,3 %) e 117 kDa (68,8 %).
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TABELA 4. Freqiiéncia de reconhecimento em "Western blot" dos principais
antigenos lisado de promastigotas de L. chagasi por soros de pacientes com

leishmaniose visceral e de outras leishmanioses.

Antigenos de L. chagasi Pacientes com Pacientes com outras

(Peso malecuiar leishmaniose visceral' (%) leishmanioses? (%)

aparente em kDa)

27 93,5 —
30 91,1 —
54 95,7 9,1
86 100 —
130 100 18,2
Nenhum 0 15,4

"93 pacientes confirmados parasitologicamente.
Dois pacientes com a forma mucosa, quatro com a cutanea e cinco com a forma cutanea
difusa.

«—130 kDa

«—100 kDa

« 86 kDa
«—54 kDa

- <46 kDa

" 30 kDa
«— 27 kDa

]

FIGURA 5. Exemplo de "Western : blot" de soros de pacientes com

leishmaniose visceral contra lisado de promastigota de Leishmania chagasi. A
figura mostra a variabilidade da resposta imune em seres humanos infectados
com L. chagasi. Os antigenos mais reconhecidos, ou exclusivamente
reconhecidos, pelos diferentes soros de pacientes com LV estdo indicados

pelas setas.
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4. AVALIACAO DE ANTIGENOS RECOMBINANTES NO TESTE MULTISTICK

Todos os grupos de soros ja descritos anteriormente foram utilizados
para avaliar o desempenho de antigenos recombinantes no teste Multistick. A
concordancia entre o ELISA e o Multistick, calculada como uma relagao entre o
somatorio de soros positivos em ambos os testes mais o somatério de soros
negativos em ambos os métodos, e o niimero total de soros testados, foi de
97,7%.

Foram testados inicialmente um painel com cinco antigenos
recombinantes. Um dos antigenos (LC2), no entanto, reagiu com 5 de 14 soros
controles normais (35,7 %), e foi, portanto, retirado do painel. Posteriormente
foram adicionados trés outros antigenos restantes, primeiramente LC131 e
LC132, e depois, o LC133. Os resultados encontram-se sumarizados nas
Tabelas 5 e 6 e ilustrados na Figura 6. A Tabela 7 mostra o padrao de
reconhecimento de soros de pacientes com leishmaniose visceral, outras
leishmanioses, outras doengas e individuos sadios, em relagao ao painel total
de antigenos recombinantes.

O rAg LC133 até o momento, selecionado a partir de seis soros falso-
negativos para todos os outros antigenos recombinantes, foi testado em
apenas trés desses soros (em virtude do término das aliquotas disponiveis
dos outros trés soros; novas aliquotas estido sendo enviadas para Salvador) e

em outros cinco soros controle normais.
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TABELA 5. Numero de soros de pacientes com leishmaniose visceral, outras

leishmanioses, outras doengas e individuos sadios, positivos para antigenos

recombinantes individuais no teste de Multistick.

% DE SOROS REAGINDO COM O ANTIGENO (n)

Individuos Normais (5)

GRUPO (n)
LCS LC16 LC30 LC121 LC131 LC132 LC133*
Leishmaniose Visceral (87) 74,4 (67) 32,2 (29) 78,9 (72) 77,8(70) 56,7 (51) 72,2(65) NT
Leishmaniose Visceral (3) 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0(0) 0,0(0) 0,0(0) 0,0(0) 100(3)
Leishmaniose Visceral (3) 0,0 (0) 0,0(0) 0,0(0) 0,0 (0) 0,0(0) 0,0(0) NT
Leishmaniose Mucosa (2) — — 50,0 (1) — — — NT
Leishmaniose Cutanea (4) — 25,0 (1) — — — — NT
Leishmaniose Cutanea Difusa (5) 20,0(1) 100(5) 60,0(3) 20,0(1) 40,0(2) — NT
Hanseniase (5) — — — = E— o NT
SLE (4) — - 250(1) — — - NT
Individuos Normais (22) — — — — — — NT

* O rAg LC133 foi testado apenas em 3 soros falso-negativos para todos os outros antigenos

recombinantes e em 5 soros controle normais

NT = nédo testado
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TABELA 6. Numero de antigenos de L. chagasi reconhecidos por soros de
pacientes com leishmaniose visceral, outras leishmanioses, outras doencas e

individuos sadios.

% DE SOROS REAGINDO COM UM NUMERO DE ANTIGENOS
GRUPO (N) IGUAL A (n)

Leishmaniose Visceral (93) 3,2(3) 8,6(8) 12,9 (12) 14,0 (13) 16,1 (15) 29,0 (27) 16,1 (15) NT
Leishmaniose Mucosa (2) 50,0 (1) 50,0 (1) — — — —_ = -

Leishmaniose Cutdnea (4) 75,0(3) 25,0(1) — — — — — —

L. Cuténea Difusa (5) — 20,0(1) 40,0(2) 20,0(1) — 20,0 (1) — -
Hanseniase (5) 100 (5) — — — —_ — - —
SLE (4) 75,0 (3) 25,0(1) — —_ — — — =

Individuos Normais (27) 100 (27) — — —_ = — - —

* O uso do simbolo " 2" deve-se ao fato de que a maior parte dos soros ou todos os soros

ainda nédo forma testados contra o antigeno recombinante LC133.
NT = nao testado
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FIGURA 6. Exemplo de soros de pacientes com leishmaniose visceral no teste
de Multistick. Cada quadro (a a d) corresponde a foto de um Multistick
realizado com um soro individual. Por motivos de economia de espa¢o nesta
figura, os dois tergcos superiores da tira de plastico foram cortados. Foi
utilizado um painel com quatro antigenos recombinantes, dispostos na tira
plastica conforme detalhado na Fig. 1. As tiras com antigeno recombinante
onde houve reagao estdo identificadas com o simbolo “+”. A intensidade da
cor destas tiras deve ser comparada com a da tira identificada com o simbolo
“-“ que foi sensibilizada com um lisado de bactérias produzido por um
bacteriéfago sem inserto de genes de Leishmania (o controle negativo mais
adequado). Note que: ha uma tendéncia para uma reagdo mais intensa com o
antigeno recombinante LC30 (conferir esquema de disposi¢cdo das tiras no
topo da figura); e que em d, apesar de ndao haver ocorrido reagdo com os
antigenos recombinantes, a tira com o lisado de Leishmania foi reconhecida,
indicando a presenga de outros anticorpos no soro. Soros que reagiram com o
lisado de Leishmania e nao reagiram com nenhum antigeno recombinante
foram utilizados em um atalho metodolégico para reconhecer novos antigenos

relevantes (como descrito na metodologia).
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TABELA 7. Padrio de reconhecimento de soros de pacientes com

leishmaniose visceral (LV), leishmaniose cutanea (LC), leishmaniose mucosa

(LM), leishmaniose cutinea difusa (LCD), lupus eritematoso sistémico (SLE) e

individuos sadios, em relagdo ao painel total de antigenos recombinantes

(rAg).

Padrao de Antigenos Recombinantes

Reconhecido pelos Soros*

Numero de Soros Reconhecendo Cada

Padrao(%)

Pacientes Pacientes Pacientes Pacientes Pacientes

com LV

comLC comLM comLCD comSLE

LC16
LC30
LC132
LC133
LC 16 + LC30
LC 16 + LC121
LC30 + LC121
LC131 + LC132
LC9 + LC30 + LC121
LC 16 + LC30 + LC131
LC30 + LC121 + LC132
LC30 + LC131 + LC132
LCY + LC 16 + LC30 + LC121
LC9 + LC 16 + LC30 + LC131
LC9 + LC30 + LC121 + LC132
LC9 + LC30 + LC131 + LC132
LC16 + LC30 + LC131 + LC132
LC9 + LC 16 + LC30 + LC121 + LC131
LC9 +LC 16 + LC30 + LC121 + LC132

LC9 + LC30 + LC121 + LC131 + LC132

LC9+LC16 + LC30 + LC121 + LC131 + LC132

3*

11

21

15

1 1
1 1
NT NT NT NT
2

* O rAg LC133 foi testado apenas nos soros falso-negativos para todos os outros antigenos

recombinantes.
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5. TENTATIVAS DE OTIMIZAGAO DO ENSAIO

5.1. Absorcao de anticorpos anti-Escherichia coli do soro

A diluicao dos soros em tampao contendo lisado de bactéria XL 1-Blue
reduziu a ligagao de anticorpos dos soros ao lisado de bactéria sem inserto de
L. chagasi em ensaio de "dot-blot" (Tabela 8).

5.2. A ampliacao da sensibilidade do Multistick

Como relatado inicialmente, quatro antigenos recombinantes foram
selecionados de uma biblioteca de cDNA de amastigotas de L. chagasi através
de sua reatividade com "pools" de soros de caes ou de seres humanos
infectados e auséncia de reagdo com 30 soros humanos normais. Estes
antigenos foram testados individualmente e simultaneamente no ensaio
Multistick contra soros de 23 individuos com exames parasitolégicos
confirmados para LV. Dois destes soros, contudo, apesar de reagirem com o
lisado de Leishmania, nao reagiram com nenhum antigeno recombinante,
reduzindo a sensibilidade do ensaio para 91,3 %.

Uma mistura destes dois soros foi entao usada para uma nova triagem da
biblioteca de cDNA (Fig. 3). Isto permitiu a identificacdo de um quinto e sexto
antigenos, o LC131 e 0 LC132, que, quando incluidos no painel de rAgs usados
no ensaio, aumentou, previsivelmente, a sua sensibilidade para 100% (Fig. 7 e
8), sem comprometer a especificidade (avaliada provisoriamente com um
painel de 14 soros controle de individuos sadios).

A partir deste ponto entao, qualquer soro adicional passou a ser testado
contra este painel ampliado de rAg, e qualquer outro soro falso-negativo foi
usado para uma nova triagem na biblioteca, permitindo a detecgiao de novos
antigenos relevantes.
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TABELA 8. "Dot-blot" em papel de nitrocelulose com antigenos recombinantes
de L. chagasi utilizando "pool" de soros diluidos ou ndo em tampao com 10 %
de lisado de bactéria XL 1-Blue.

SOROS (diluigédo 1:400) SEM

ANTIGENO LV CONTROLE LV CONTROLE SORO
HUMANA ' HUMANO?  CANINA® CANINO*

A NA A NA A NA A NA A NA

Sobrenadante de

el FR TR NO N OT

nao infectada

Lisado total de

et I [l HEHEBEHENENEBN

infectada

Sobrenadante de

e I EEEEE N NN

rAg LC132

eose FEEEEEEEEE

bactéria + rAg LC132

Sobrenadante de

e G EEEE NN

rAg LC30

Lisado total de
macteria +ragLoso [ [ O 1 (O 1 O I R 8

Sobrenadante de
lisado de bactéria

e N HEEEE NN
sem inserto de gene
de Leishmania

Lisado total de
bactéria infectada
oo EEEEEEENENEN
inserto de gene de
Leishmania

Onde: LV = leishmaniose visceral; A = absorvido; NA = nao-absorvido e rAg = antigeno
recombinante
' Mistura de quatro soros de pacientes humanos com leishmaniose visceral confirmados
?arasitologicamente.

Mistura de dois soros de seres humanos normais.

Mistura de quatro soros de cdes com leishmaniose visceral confirmados

Parasitologicamente.

Mistura de dois soros de cdes normais.
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FIGURA 7. Reagao de soros de 23 pacientes com leishmaniose visceral a um
grupo de seis antigenos recombinantes (rAgs). Cada circulo indica uma reacao
positiva no ensaio Multistick, usando os rAgs e um conjugado anti-
imunoglobulina humana ligada a peroxidase. As colunas de circulos
representam o padrao de reatividade do soro individual com os rAgs LC132,
LC131, LC121, LC30, LC16 e LCY9. Espagos vazios sem circulos indicam
auséncia de reatividade do soro com o antigeno correspondente. Os antigenos
recombinantes LC131 e LC132 foram selecionados por uma mistura de dois
soros que produziram resultados negativos quando testados contra os outros
quatro rAg (soros #1 & #2). A reatividade com esses antigenos (circulos

negros) aumentou a sensibilidade do ensaio, em relagao aos 23 soros, para
100 %.
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FIGURA 8. Modificagio do numero de antigenos recombinantes (rAgs)
reconhecidos por 23 soros de pacientes com leishmaniose visceral pela adicao
de um quinto e um sexto rAg ao painel de rAgs. Cada simbolo representa um

soro individual reconhecendo o nimero de rAgs indicado nas ordenadas.

Posteriorhente outros 70 soros de pacientes com leishmaniose visceral,
também confirmados parasitologicamente, foram utilizados nessa abordagem
e, desta vez, seis destes soros nao reconheceram nenhum dos cinco rAg do
novo painel utilizado.

Uma mistura desses soros falso-negativos foi utilizada para triar
bibliotecas de cDNA e DNA gendémico.

Através desse processo foi selecionado um antigeno recombinante, o
LC133, que esta sendo testado. Resultados preliminares obtidos com ele

constam das tabelas 5,6 e 7.

5.3. Avaliacao dos agentes de bloqueio de reacdes inespecificas

O leite em poé desnatado, além de alternativa barata, apresentou-se

eficiente na eliminagcao de ligagoes inespecificas, sendo considerado
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adequada uma concentragiao de 10 % (mlv), por reduzir a coloragao basal das

tiras a nivel semelhante ao das tiras nao incubadas com soro. A concentragao

de 5 % nao foi(tﬁo efetiva (dados nao mostrados).

5.4. Avaliacao de diferentes matrizes sélidas de nitrocelulose

Todas as membranas testadas de diferentes marcas tiveram uma fraca
coloragcao de fundo (“background”) depois do bloqueio, mas forneceram
superficies brancas para excelente contraste com a reagao positiva. Como
esse parametro foi igual para todas as membranas, a membrana fornecendo o
sinal positivo mais intenso deveria ser a melhor escolha. Contudo a membrana
de nylon, com o sinal de marcacgao ligeiramente superior, nao foi selecionada
devido a formacao de “dots” de aspecto irregular e nao circular. A escolha
seguinte, com minimo prejuizo do sinal observado, foi a membrana disponivel
comercialmente através da BioRad, que resultou no melhor sinal (marcagéo e
padrao estético; dados nao apresentados).

5.5. Avaliacdo da ligacdo de proteinas a papel de celulose

ra

Como o papel de nitrocelulose é relativamente caro, testamos a
possibilidade de que papel comum, de celulose, pudesse ser usado como
matriz para insolubilizagdo de antigenos. Papéis de diferentes fontes foram
sensibilizados com IgG humana e testados em um "dot-blot" utilizando um
conjugado peroxidase anti-lgG. Todos os papéis produziram resultados
semelhantes do ponto de vista de intensidade de coloragao (Fig. 9).
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FIGURA 9. Sensibilizacao de diferentes papéis com antigeno. Pequenos discos
de papéis foram sensibilizados com IgG humana (trés ou quatro discos
superiores) ou apenas com leite desnatado (discos inferiores), exaustivamente
lavados (mais de dez vezes), e submetidos a uma reagcao imunoenzimatica com
anti-lgG humana conjugada a peroxidase.

Apesar de verificada auséncia de diferenca visual na ligacao de IgG as
matrizes de celulose testadas, quando foram utilizados soros de seres
humanos contra antigenos recombinantes ligados a estas mesmas
membranas, houve formacdo de coloracdo de fundo, que ndo pdde ser
bloqueada, o que resultou na manutencdo do papel de nitrocelulose como
suporte sélido a ser sensibilizado pelos antigenos recombinantes.
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VI. DISCUSSAO

A grande quantidade de métodos e técnicas empregados nos exames
sorologicos pode refletir a dificuldade de obtencio de resultados que
subsidiem diagnésticos clinicos com absoluta precisdao. Esse objetivo poderia
ser alcangado apenas por um método altamente especifico e sensivel.

Nesse trabalho avaliamos diferentes antigenos recombinantes visando o
desenvolvimento de um ensaio para imunodiagnédstico da leishmaniose
visceral que fosse simples, rapido, economico, especifico e sensivel, além de
nao necessitar de eletricidade ou equipamento especial.

Um método simples e rapido para detecgao de anticorpos anti-Leishmania
tera grande importancia para a realizagdo de imunodiagnéstico em regides
mais pobres do pais, tendo aplicagao na pratica clinica, tanto humana quanto
veterinaria, haja vista que, devido a falta de uma ferramenta diagnéstica
simples, o diagndstico da leishmaniose visceral nao pode ser realizado em
muitos laboratérios. Portanto, ha possibilidade da leishmaniose visceral nao
ser reconhecida ou ser erroneamente confundida com outras doengas com
sinais e sintomas similares. Como uma conseqiiéncia importante, a LV pode
nao ser tratada ou tratada impropriamente, além de informagdes quanto a
incidéncia e prevaléncia serem comprometidas.

Atualmente, embora pesquisas em andamento para testes em campo
sejam promissoras, ndo existe nenhum teste diagnéstico totalmente adequado
para uso de rotina pelos laboratorios. O método proposto nesse trabalho
poderia ter importincia econémica para nosso pais, devido a imensiddao de
nosso mercado e possibilidade de competir-se, de posse de um produto com
eficacia comprovada em testes de campo, no mercado internacional.

Para facilitar a interpretacao do resultado do ensaio, a tira do teste a ser
desenvolvido (chamado antecipadamente de Multistick) contém todos os
controles necessarios para sua execugio: o controle da ligagao dos antigenos
ao papel e o controle do estado do conjugado e do substrato. Além disso, um
"kit" com o ensaio pode conter um gabarito com possiveis situagoes de
reconhecimento dos casos positivos e negativos, com o objetivo de controlar

viés e minimizar os erros devidos a possivel inexperiéncia do operador. Outros
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ensaios utilizando tiras de papel (ZIJLSTRA et al., 2001) registraram algumas
vezes dificuldades quanto a discriminagao de resultados positivos e negativos.
Como em todo teste sorolégico, soros controle positivos e negativos devem
ser corridos em paralelo para servirem como referéncia.

No presente trabalho, em paralelo com os rAgs, foi testada uma tira de
papel sensibilizada com lisado de Leishmania. Essa tira serviu para
identificacao de soros com anticorpos anti-Leishmania que nao reconheciam
nenhum dos rAg testados até entido. A tira com o lisado nao seria utilizada em
um "kit" disponibilizado comercialmente.

Um problema comum em ensaios para deteccdo de anticorpos contra
proteinas recombinantes sintetizadas em E. coli é a presenga de anticorpos
contra proteinas contaminantes da bactéria. Como a E. coli esta
fisiologicamente presente na microbiota intestinal, podendo estimular o
sistema imune do hospedeiro, anticorpos anti-E. coli podem ser, na maioria
das vezes, responsaveis pela coloragdo de fundo e falsa-positividade no
ensaio. Uma alternativa para contornar essa dificuldade seria o uso de
proteinas recombinantes purificadas como fonte de antigenos para o ensaio.
No entanto, algumas vezes é dificil obter proteinas 100% puras sem a
contaminagao com outras proteinas de E. coli (COVINI et al., 1996). Uma outra
alternativa, testada no presente trabalho, seria a diluigdo dos soros a serem
testados com uma solugao contendo um lisado bacteriano com o produto de
plasmideos sem o inserto de DNA de Leishmania, de modo a bloquear os
anticorpos contra os antigenos bacterianos. Este lisado é um reagente
relativamente barato.

Nesse estudo, foram avaliados rAgs quanto a sua aplicagdo para o
diagnéstico de LV, e ndo necessariamente para infecgao por L. chagasi, ou em
triagem epidemioloégica. O objetivo final é o desenvolvimento de um método
visando distinguir a leishmaniose visceral de outras doengas na pratica
clinica, de modo a facilitar uma rapida tomada de decisdo quanto a instituigao
de tratamento especifico, e principalmente, ser de facil interpretagdo. Isso
pode trazer repercussdes desejaveis sobre a conduta clinica na leishmaniose
visceral, pois as drogas usadas para combater a infeccao apresentam
toxicidade significativa (BRYCESON et al., 1985; BODLEY et al., 1995) e nao

devem ser aplicadas em casos com diagnoéstico duvidoso.



99

Varias técnicas imunodiagndsticas foram utilizadas em paralelo a
avaliagido dos rAgs para analisar o desempenho deles de forma comparativa.
No entanto, ha armadilhas metodolégicas quanto a validacdo de testes
sorodiagnosticos (BEGG, 1987; VALENSTEIN, 1990). O fato mais importante
parece ser a auséncia de um teste de referéncia (padrao ouro) com grande
sensibilidade para a infecgdao pelo parasito que causa a LV (ZIJLSTRA et al.,
1991). Isto prejudica a avaliacdo da sensibilidade e especificidade de novos
testes diagnoésticos, haja vista a incerteza da determinagdo de casos
verdadeiramente positivos.

O diagnéstico definitivo da LV depende da demonstragio de amastigotas
da Leishmania na medula éssea ou outros materiais de punc¢ao (bago,
linfonodo e figado). Esses procedimentos, além de invasivos, apresentam
baixa sensibilidade.

Zijlstra e colaboradores (1992) determinaram uma sensibilidade de 93,1%,
67,8% e 56,3% em aspirados esplénicos, de medula é6ssea e linfonodo
respectivamente, na investigacao para LV em seres humanos, usando como
padrao ouro o préprio exame parasitolégico, ou seja, quando no paciente ja
havia sido demonstrada a presenga da Leishmania, procedia-se a outra
tentativa de deteccao da mesma. Logo, nem sempre foi possivel demonstrar,
no mesmo paciente, a ocorréncia dos parasitos. Isso pode ser devido a
distribuicdo focal da Leishmania nos érgaos, o que aumenta a chance do
acaso no encontro do protozoario.

Pelo exposto acima e na introducao, ao serem discutidos os diferentes
métodos imunodiagnésticos, a resposta sorolégica, isoladamente
considerada, nao é aceitavel como padrido ouro para leishmaniose, devido a
persisténcia da resposta sorolégica em individuos curados e a auséncia de
anticorpos em infecgoes recentes. Apesar da baixa sensibilidade, no presente
trabalho optou-se pelo diagnéstico parasitolégico como padrao ouro.

Um problema que a maioria dos testes de detec¢ao de anticorpos niao tem
conseguido superar € o de uma falta relativa de especificidade (ZIJLSTRA et
al.,, 2000). Particularmente em estudos epidemiolégicos sobre LV, algumas
vezes encontram-se anticorpos sem concomitante evidéncia parasitologica da
infeccao. Isso, além de ser devido a persisténcia dos anticorpos apods
tratamento ou cura prépria (ZIJLSTRA et al.,, 1991), também pode estar
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relacionado a ocorréncia de reatividade cruzada entre os antigenos de L.
chagasi e aqueles de outros agentes infecciosos (JAFFE et al., 1984; SCOTT et
al., 1991; WILLIAMS, 1995; TEIXEIRA et al., 1996).

Alguns fatos que comprometem a especificidade de um teste
sorodiagnéstico da LV sio: (1) geralmente algumas amostras de soros de
pacientes com outras infeccées mostram uma reatividade contra antigenos de
Leishmania; (2) a especificidade dos métodos de detecgao de anticorpos tende
a ser menor em areas endémicas para a leishmaniose visceral do que em areas
nao endémicas; e (3) o "padrao-ouro” dos métodos diagnodsticos, a
confirmagio parasitoldgica, é seriamente desprovida de sensibilidade, isto é,
alguns soros considerados falso positivos podem na verdade ser
verdadeiramente positivos.

Desafortunadamente, os métodos de detecgio de antigenos, que sao
mais especificos do que os sorolégicos, nao parecem ter uma sensibilidade
que seja superior aquela dos métodos parasitolégicos. E mais, em populagoes
com baixa prevaléncia e baixa intensidade da infecgao por L. chagasi, a
deteccao de antigenos parece ser menos sensivel do que a detecgdao de
parasitos. A presenga de anticorpos especificos anti-Leishmania, portanto,
pode ser um indicador mais sensivel da presenca da infecgao. Isso ocorre
devido ao fato de que, em contraste com os métodos parasitolégicos e de
deteccdo de antigenos, a deteccdo de anticorpos explora a amplificagao do
sinal na resposta imune humoral (KAR, 1995). Por outro lado, a falta de
anticorpos nio indica a auséncia do parasito, como é o caso de uma
consideravel proporcao de pacientes infectados com o virus da
imunodeficiéncia humano, que também sio infectados com L. donovani e nao
apresentam resposta humoral detectavel ao parasito (LOPEZ et al., 1993).
Conforme afirmado por Fletcher e colaboradores (1996), a avaliagdo da
precisdo de um teste apdia-se na sua relagdo com as varias formas de saber se
a doenca esta presente ou nao (sondagem da verdade), e isso muitas vezes
refere-se a um 'padrao-ouro’. Por sua vez, o padrido-ouro é freqiientemente
evasivo.

Na revisdao que foi desenvolvida anteriormente, procurou-se demonstrar
que existe um grande numero de métodos disponiveis para o diagnostico da

infeccdo por L. chagasi. Os problemas encontrados com o diagndstico
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parasitolégico foram discutidos, e as vantagens e desvantagens relativas da
detecgio de antigenos ou de anticorpos foram consideradas. Em todos os
métodos analisados existem problemas. Contudo, como a menor
especificidade dos métodos de detecgao de anticorpos (relativo ao
parasitolégico, por exemplo) é, na verdade, um reflexo de sua grande
sensibilidade, a deteccdao de anticorpos podera tornar-se cada vez mais,
dependendo do uso de antigenos adequados, mais especificos, o método
diagnostico escolhido.

Por outro lado, se os métodos de IFl, ELISA com lisado total de
promastigota e DAT para detecgdo de anticorpo anti-Leishmania sao uteis no
imunodiagnéstico da LV, porque colocar énfase no desenvolvimento de novos
testes que utilizem antigenos recombinantes? Existem varias raz6es para tal
desenvolvimento.

Uma delas é o desempenho do ensaio, que é, na maioria das vezes,
limitado pela confiabilidade da fonte do antigeno. Parasitos inteiros e lisados
dificilmente fornecem a reprodutibilidade e a especificidade maxima desejada,
pois mesmo que preparados sob as condigoes disponiveis de controle de
qualidade estrito, trazem implicita uma grande variabilidade (UMEZAWA e
SILVEIRA, 1999) e, por conterem um nimero grande (dezenas) de antigenos
misturados no lisado ou localizados nos parasitos, apresentam grande chance
de reacdo cruzada com pelo menos um dos igualmente muitos antigenos de
outros microorganismos complexos, gerando resultados controversos.

A principal razao para o desenvolvimento de um teste como o proposto
nesta dissertagiao é que nenhum dos testes correntemente em uso garante um
maximo de sensibilidade e especificidade.

Conforme descrito nesta dissertagdao, ensaios empregando ELISA, dot-
ELISA e "Western blot", usando lisados de Leishmania e soros de pacientes
humanos com: leishmaniose visceral e com diferentes doengas e de individuos
normais, apresentaram sensibilidade de 97,7%, 98,9% e 100%,
respectivamente, enquanto o teste de Multistick empregando seis rAgs
apresentou 93,5 % de sensibilidade e com sete rAgs pelo menos 96,7 % de
sensibilidade (100 % de sensibilidade em 90 soros testados). O valor de 96,7 %
de sensibilidade é o valor minimo para o ensaio com sete antigenos

recombinantes porque trés soros negativos para anticorpos no ensaio com
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seis antigenos nido puderam ainda ser testados no ensaio de sete antigenos,
sendo considerados provisoéria e talvez erroneamente negativos também neste
ultimo ensaio. O "Western blot", que apresentou 100% de sensibilidade do
Multistick, tem as seguintes desvantagens em relagdo a este ultimo: ele
depende de uma eletroforese de antigenos parasitarios, mais trabalhosa do
que a producdao de antigenos recombinantes a partir de bactérias
transfectadas (apés o processo de produgido ter sido padronizado), e esta
sujeito a possiveis variagoes no lote do lisado parasitario, o que também afeta
a reprodutibilidade do dot-ELISA com lisado parasitario.

O ELISA usado neste trabalho, de acordo com o limite de negatividade
adotado, exibiu alta porcentagem de reagdao positiva em pacientes com
leishmanioses cutanea localizada, cutaneo-mucosa e cutaneo difusa, nao
sendo capaz de discriminar pacientes com leishmaniose visceral e
leishmaniose cutinea, apesar de se mostrar especifico para leishmanioses em
relacdo a outras doengas e a controles normais, conforme descrito na
literatura.

No caso do SLE, apesar de ter sido documentada reatividade cruzada
entre anticorpos antinucleares e anticorpos anti-Leishmania (GRANEL et al.,
2000), ela nao foi registrada. Para a hanseniase, reatividade cruzada foi
também encontrada por Rab e Evans (1995), mas, no entanto, nao foi
demonstrada neste trabalho. Os resultados aqui apresentados em relagao a
esses soros, no entanto sao bem preliminares, devido a pequena amostragem.

Com o advento da tecnologia do DNA recombinante, a obtengdo de
quantidades apreciaveis de proteinas puras tornou-se disponivel com relativa
facilidade (CARROLL, 1993; BAYERTZ, 2000), o que trouxe claras
repercussdes principalmente sobre o desenvolvimento de testes
imunodiagnédsticos. Os trabalhos de Yang e colaboradores (1996) com
Plasmodium, Bughio e colaboradores (1999) com Leptospira, Jensen e
colaboradores (1999) com Leishmania, Dillon e colaboradores (2000) com
Mycobacterium, Nakajima-Nakano e colaboradores (2000) com Toxoplasma,
Cloeckaert e colaboradores (2001) com Brucella, Gomes e colaboradores
(2001) com Trypanosoma cruzi, Silva e colaboradores (2001) com
Dermatophagoides e Lee e colaboradores (2000) com Entamoeba histolytica,

sdo alguns exemplos de utilizagao de proteinas recombinantes de diferentes
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microorganismos para o imunodiagnéstico de doencas infecciosas e
parasitarias.

A utilizagao de antigenos recombinantes (rAg) pode, no entanto, produzir
resultados falso-negativos devido a natureza polimérfica da resposta imune
contra antigenos complexos. Esse polimorfismo pode estar relacionado a
multiplos fatores, como a constituicdo genética do individuo, sua historia
imunolégica passada (isto é, os antigenos aos quais foi exposto), a selecao,
ativacao clonal e imunomodula¢ao provocada pelo encontro possivelmente
aleatério de diferentes linfécitos com o antigeno (PONTES-DE-CARVALHO et
al., enviado para publicagao).

A prépria historia do desenvolvimento do "kit" para o imunodiagnéstico
da LV utilizando o rK39 ilustra bem esse problema. Esse "kit" apresentou
problemas em detectar casos assintomaticos da doenca, reconhecendo
apenas casos ativos da infeccio e mesmo assim nem todos eles (S.
JERONIMO, comunicagio pessoal). Tanto que, atualmente, sua utilizagio esta
condicionada ao uso simultaneo com outro antigeno que promete corrigir esta
distorgao (BHATIA et al, 1999).

Uma solugao obvia para corrigir esse problema seria através do aumento
do numero de rAgs no ensaio.

Na literatura, alguns relatos corroboram essa proposta para ampliagao do
numero de antigenos ou anticorpos diferentes para uso em imunodiagnéstico.
Kashiwazaki e colaboradores (1994), através de um sistema de deteccido de
multiplos antigenos, utilizaram simultaneamente em um "dipstick" dois
anticorpos monoclonais e um policlonal, dessa forma ampliando a
sensibilidade de um ensaio de captura de antigenos de tripanossomos no
gado de Uganda. Esse trabalho mostrou ainda a possibilidade de discriminar
infecgdes causadas por diferentes espécies de Trypanosoma, através da
observacdo de cinco padroes distintos, obtidos pela combinagiao dos
resultados gerados pelo reconhecimento individual dos antigenos pelos
anticorpos. Marty e colaboradores (1995), utilizando lisado de promastigotas
de L. infantum, ja apontavam em dire¢ao ao reconhecimento de pelo menos
quatro bandas no "Western blot" pelo soro de pacientes com LV, como medida
de aumento da especificidade do diagnostico, observacdao compartilhada

também por Brito e colaboradores (2000) para leishmaniose cutanea. Salotra e
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colaboradores (1999a) observaram que 83% dos casos de LV testados
detectavam simultaneamente pelo menos quatro antigenos. Gari-Toussaint e
colaboradores (1994) para garantir alta sensibilidade na deteccao de anticorpo
anti-Leishmania em pacientes infectados com HIV, preferiram associar os
resultados de pelo menos trés testes diagnodsticos. Marty e colaboradores
(1994) recomendam o uso simultineo de dois testes como um recurso valioso
para conhecer a condi¢ido imunologica de populagdes de areas endémicas de
LV em estudos prospectivos.

Teixeira e Vexenat (1996) apontam que melhores resultados na tentativa
de resolver problemas associados com testes sorolégicos poderiam ser
obtidos com misturas de antigenos recombinantes, tendo em vista a
possibilidade de tornar os testes mais sensiveis. Umezawa e Silveira (1999)
citam varios outros autores na indicacdo de um "cocktail" de antigenos
recombinantes como forma de se obter teste diagndstico mais confiavel.
Nessas diferentes maneiras de corrigir e melhorar a sensibilidade dos testes, o
verbo combinar parece ser a palavra de ordem. Entretanto, ainda que as
abordagens descritas acima recomendem o uso de varios antigenos
simultaneamente, o que esta de acordo com nossa proposta, existe uma
diferenga marcante entre a nossa proposta e elas, conforme explicado abaixo.

Em termbs da mistura de antigenos recombinantes proposta acima, é
evidente que, se na mistura existir algum antigeno recombinante que provoque
resultado falso-positivo, a especificidade que poderia advir dos outros
antigenos estara comprometida (e isto provavelmente é o que acontece na
complexa mistura de antigenos que constitui os lisados). Mas se, como
proposto nesta dissertacao, os antigenos forem testados isoladamente, a
especificidade final podera ser um produto combinado das especificidades
individuais, e nesse contexto, como demonstrado a seguir, apenas o padrao
exibido sera relevante.

Assim, mesmo que, por exemplo, o antigeno recombinante LC16 tenha
sido reconhecido por 25 % e 100 % respectivamente, dos soros dos grupos
com leishmaniose cutinea e cutaneo difusa, a combinagio dele com os outros
rAg formou padrdes distintos que diferenciou a reagcdo desses grupos de
soros, dos soros de pacientes com LV, ampliando deste modo a

especificidade, que passou de 87,2 % (utilizando-se o LC16 como unico
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antigeno) para 100% (padrao combinado de antigenos). Assim, espera-se que,
em um ensaio do Multistick, em que os rAgs sao estudados isoladamente, nao
se possa falar de uma unica especificidade. Por exemplo, o reconhecimento de
pelo menos trés antigenos, ou do antigeno LC30 com qualquer outro antigeno,
poderia implicar em 100% de especificidade em relagdo a individuos sem
leishmaniose. Ja o reconhecimento de determinado antigeno isolado poderia
implicar, por exemplo, em 89,4% de especificidade.

O beneficio da abordagem proposta é claro. O uso de mais de um rAg,

testado isoladamente, fornece um efeito "bonus": tanto, a sensibilidade quanto

a especificidade podem ser aumentadas, pois um soro que nao reconhece um
antigeno particular pode reconhecer outro (aumentando a sensibilidade) e
soros realmente especificos podem reconhecer mais do que um rAg
(aumentando a especificidade de padroes de reconhecimento de mais de um
antigeno).

Dados aqui mostrados sugerem que o Multistick talvez se preste a
diferenciar a infecgdo por L. chagasi das infecgées por outras espécies de
Leishmania, quando é analisado o padrao de reconhecimento de um grupo de
antigenos recombinantes e nido o reconhecimento de cada um isoladamente.
Para visualizagido desse efeito deve-se remeter a duas analises: uma que
considera reagdes isoladas com os antigenos (TABELA 5) e outra que
considera o padrao de reconhecimento de varios antigenos (TABELA 7).

Deve-se observar, contudo, que um numero maior de amostras de soros
das formas tegumentares de leishmaniose deve ser obrigatoriamente estudado
para que se comprove a existéncia de padroes de reconhecimento de rAgs
especificos para leishmaniose visceral, definindo, portanto, a especificidade
do ensaio.

A indisponibilidade de maiores informagdes sobre o estado clinico dos
pacientes nesse trabalho, ndo permitiu uma correlagdo sobre o status da
infec¢gao com o reconhecimento de algum antigeno em particular.

O nuamero de oito bandas reconhecidas em média pelos soros de
pacientes com LV em lisado de promastigotas no "Western blot" foi superior
ao numero médio de quatro rAgs reconhecidos pelos mesmos soros. Isso
indica que novos rAgs poderiam ser obtidos de uma biblioteca genémica,

possivelmente aumentando a especificidade de um ensaio imunodiagnéstico
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do tipo aqui proposto, ja que os valores numéricos obtidos no "Western blot"
com antigenos de promastigotas sido os valores minimos, porque ndo foram
avaliados antigenos expressos apenas por amastigotas.

Outra questio pode ser levantada: existe uma maneira facil de se
conseguir novos rAgs? Para realizar isto, utilizamos uma abordagem 6bvia,
mas, por definigédo, eficaz. A abordagem consiste em realizar nova triagem nas
bibliotecas genéticas com aqueles soros que nido reagem com o0s rAgs ja
disponiveis, identificando exatamente aqueles antigenos recombinantes que
serdo reconhecidos pelos soros que produziram resultados falso-negativos,
ou seja, que irdo aumentar a sensibilidade do imunoensaio, teoricamente
atingindo uma sensibilidade maxima.

Resumidamente, empregando essa metodologia de sele¢cao por soro
falso-negativo, processo descrito com detalhes na metodologia, a
sensibilidade do ensaio para LV com quatro rAgs foi elevada de 82,8 % para
pelo menos 96,7 % com a incorporagéo de trés novos antigenos. Esse método,
com sua simplicidade, constitui-se em um rapido processo para "garimpar"
antigenos de bibliotecas genéticas de interesse para o imunodiagnédstico.

A sensibilidade maxima referida anteriormente alcancara 100% somente
se todos individuos infectados produzirem anticorpos contra o agente
infeccioso. Isso é improvavel que acontega, particularmente nos primeiros dias
da infecgao. Contudo, o periodo de incubacdo de muitas doengas infecciosas,
tais como a LV, pode ser longo (KAR, 1995), chegando a ser de até 14 meses
(JERONIMO et al., 2000). Assim, quando for chamada a atengao médica, em

individuos imunocompetentes, a sensibilidade de um ensaio para deteccado de

anticorpos pode aproximar-se de 100%.

Um fator que poderia interferir diretamente sobre o desempenho de testes
imunodiagnésticos, inclusive no Multistick, é o isotipo de imunoglobulina a ser
detectado. Na maioria dos soros de pacientes com LV existe um pronunciado
aumento de IgG, e em menor extensao de IgM (KAR, 1995). Também esta bem
estabelecido que, no curso das doengas infecciosas, existe uma cronologia no
aparecimento dos isotipos das imunoglobulinas conforme verificado para a
doenca de Chagas por Umezawa e Silveira (1999), que comentam ainda que

anticorpos especificos da classe IgA podem ocorrer precocemente em
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doengas infecciosas. Em geral, resumidamente, anticorpos IgM ocorrem mais
precocemente e anticorpos IgG mais tardiamente.

Anam e colaboradores (1999a), analisando a distribuicao das subclasses
de imunoglobulinas durante a fase clinica da LV, demonstraram uma ordem de
sensibilidade e especificidade dos diferentes isotipos contra antigenos da
membrana de L. donovani, que foi a seguinte para a sensibilidade (IgG total =
IgG1 = IgG3 = IgG4 > IgG2 > IgM > IgE > IgA) e para a especificidade (lgM =
IgG3 > IgE > 1gG4 > IgG2 > IgG total > IgG1 > IgA). 1gG3 foi o unico isotipo
estudado que alcangcou 100% de especificidade e sensibilidade entre os
pacientes com LV. Resultados semelhantes em pacientes apés tratamento
também sio vistos em Anam e colaboradores (1999b). Contudo, em nenhum
dos dois trabalhos tem-se uma indicagao do perfil de isotipos durante as fases
iniciais da doenga. Atta e colaboradores (1998) conseguiram 100% de
sensibilidade e especificidade para doenga ativa em 23 pacientes com LV
quantificando anticorpos IgE anti-Leishmania.

Para a esquistossomose, Valli e colaboradores (1999) relataram que a
identificagdo do isotipo de anticorpo responsavel por reacdes positivas
poderia ajudar a diferenciar entre infec¢gao aguda e cronica por Schistosoma e
também poderia servir como marcador epidemiolégico de transmissao em
areas endémicas da doenca. Tal preocupagdao também nao escapou a
Gussenhoven e colaboradores (1997), cujo estudo avaliava o diagnéstico de
casos precoces de leptospirose através da detecgao de anticorpos IgM em um
ensaio do tipo "dipstick", que encontraram maiores titulos de IgM entre os dias
10 e 30 apés o inicio da infecgdo, declinando apés esse periodo. No entanto,
eles também relataram a ocorréncia de reatividade cruzada com anticorpos
IgM de pacientes com outras doengas e que isto deveria ser levado em
consideracdo na interpretacao do teste. Zijlstra e colaboradores (2001), em um
ELISA utilizando o antigeno K39 purificado para detecgcao de anticorpos IgM,
encontraram que 56% de todos pacientes com LV foram positivos, embora nao
tenham relacionado o perfil cronolégico desse isotipo com as diferentes fases
da doenca.

Os dados obtidos no presente trabalho, com todos os soros com
anticorpos IgG reagindo contra um lisado de promastigotas, indicam que uma

possivel auséncia de anticorpos contra os antigenos recombinantes testados
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em trés deles nio é conseqiiéncia de uma produgao diferencial de isotipos de
anticorpos durante a doenga e sim da necessidade de utilizar-se novo(s) rAg(s)
por eles reconhecidos.

Os testes que compoem esta dissertagao serviram para identificar rAgs
que, por em seu conjunto apresentarem sensibilidade semelhante, ou melhor,
que o ELISA, merecem ser analisados quanto a sua especificidade com um
numero elevado de soros de individuos com diferentes doengas. Essas
analises devem, no entanto, ser realizadas com tiras de papel de nitrocelulose
sensibilizadas com rAg previamente purificados, de maneira a garantir a
reprodutibilidade do ensaio. Investigagbes nas linhas supracitadas serdo
brevemente iniciadas.

Na verdade, esta dissertacdao corresponde a uma etapa inicial de
desenvolvimento de um ensaio, na qual énfase esta sendo posta na obtengao
de 100% de sensibilidade. Em uma segunda etapa desenvolver-se-do estudos
voltados especificamente para testar-se um grande numero de soros de

pacientes de diferentes patologias e diferentes procedéncias.
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VII. NOVAS POSSIBILIDADES E PROPOSTAS FUTURAS DO PRESENTE
ESTUDO

Varios rAg de L. chagasi ja foram clonados em nosso laboratério, alguns
ja foram seqiienciados, ou estio em fase de sequenciamento, e estio sendo
analisados para o uso em sorodiagnéstico. Nesse momento, pelo menos dois
deles ja estao purificados.

O resultado bem sucedido dos rAg de L. chagasi no Multistick contra
soros de pacientes com LV, em termos de sensibilidade, é encorajador e
mostra a possibilidade de substituicao dos mesmos no lugar do lisado de L.
chagasi como substrato para a realiza¢ao de outros formatos de ensaio como,
por exemplo, no ELISA, para que possam ter sua eficiéncia diagnéstica
avaliada. ’

Enquanto este estudo demonstrou a sensibilidade e, preliminarmente, a
especificidade do teste Multistick para o sorodiagnostico da leishmaniose
visceral no laboratério, outros trabalhos serio necessarios para testar a sua
utilidade em campo, quando também devera ser iniciada uma coorte de
individuos infectados por Leishmania chagasi, para adicionalmente, analisar a
natureza e a duragao da resposta imune contra os antigenos recombinantes
usados no teste, que necessitam ser avaliadas quanto as suas capacidades de
distinguir pacientes com LV dos individuos com infecgdo assintomatica, bem
como com outras doengas e outras formas de leishmanioses.

Novos estudos comparativos realizados a partir do acompanhamento de
populagdes de individuos provenientes de areas endémicas, com diferentes
formas de leishmaniose e outras doencas, por certo definirdo a utilidade dos
rAg aqui estﬁdados no sorodiagndstico da leishmaniose visceral, como
também sua relagido com as diversas fases clinicas da doenca, para dessa
forma, definir o valor preditivo positivo em individuos com infecgédo
inaparente.

Esses estudos deverao ser realizados com tiras de Multistick, preparadas

de modo mais padronizado, com antigenos recombinantes purificados.
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VIIl. CONCLUSAO / SUMARIO DE RESULTADOS

. Utilizando a tecnologia do DNA recombinante para obtengao de antigenos
relevantes, foram selecionados sete rAgs com potencial de serem utilizados

em um teste imunodiagnoéstico para leishmaniose visceral;

. As proteinas recombinantes, testadas isoladamente em um teste de
"dipstick”, conferiu ao teste pelo menos 96,7% de sensibilidade em 93
soros de pacientes selecionados por critérios clinicos e

parasitologicamente positivos;

. A especificidade do teste, em relagdo a um pequeno grupo de 47 soros, foi
também de 100%;

. Soros que produzem resultados falso-negativos em um ensaio diagnéstico
podem ser utilizados para a selegao de novos rAgs em bibliotecas de cDNA
ou gendmicas, de maneira a aumentar a sensibilidade de um ensaio

sorodiagnéstico.
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