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RESUMO

As leishmanioses sao antropozoonoses causadas por diferentes protozoarios do
género Leishmania. Estima-se que cerca de 350 milhdes de pessoas estejam em
areas de risco, com uma incidéncia anual de aproximadamente dois milhdes de
novos casos no mundo. O cao é o principal reservatorio dos centros urbanos e o
fleb6tomo é o vetor responsavel por sua transmissédo. No Brasil, de acordo com as
recomendacdes do Ministério da Saude, cades soropositivos para leishmaniose
devem ser sacrificado. O diagnéstico recomendado pelo Ministério da Saude é feito
com o teste rapido DPP-LVC® para triagem e o ELISA para confirmagéo. Trabalhos
demonstram que o DPP-LVC® n3do é capaz de detectar uma parcela da populagdo
de céaes, 0 que pode contribuir para a perpetuacdo da doenca nestas areas. Doze
proteinas recombinantes (Lci1A, Lci2B, Lci3, Lci4, Lci5, Lci6, Lci7, Lci8, Lci10, Lci11,
Lci12, Lci13) foram clonadas e sequenciadas em um estudo anterior, porém nao
foram completamente caracterizadas quanto a antigenicidade. Nossa hipotese € que
um conjunto de antigenos selecionados a partir dessas proteinas recombinantes de
L. infantum podera ampliar a identificagdo de animais infectados em areas
endémicas. O objetivo deste estudo foi identificar um conjunto de antigenos
recombinantes de L. infantum, a partir de 12 antigenos previamente selecionados,
quanto ao reconhecimento por soros de caes infectados para futuramente compor
um teste imunodiagnostico para leishmaniose visceral canina. No presente estudo,
os 12 antigenos recombinantes previamente selecionados foram produzidos em
nosso laboratério e purificados em Bio-Manguinhos. O ensaio de MAPIA (Multi-
Antigen Print ImmunoAssay), que consiste em uma plataforma de triagem de
antigenos em papel de nitrocelulose, mais préxima do teste rapido DPP-LVC®, foi
utilizado para avaliacdo do reconhecimento dos 12 antigenos recombinantes por
soros de cées infectados. Na triagem foram utilizados soros caninos positivos para
leishmaniose visceral (n = 39), obtidos em estudo epidemiolégico de corte
transversal em area endémica. Para avaliacdo da reatividade cruzada foram
utilizados soros de caes com outras patologias: leishmaniose tegumentar (n = 10),
tripanossomiase canina (n = 10), babesiose (n = 10) e erliquiose (n = 11), além de
soros de animais negativos (n = 40). Inicialmente, foi definido o melhor protocolo
para ser utilizado nos ensaios de MAPIA. Posteriormente, a triagem dos antigenos

foi realizada com os soros e, para avaliar, a confiabilidade dos resultados obtidos, os



testes foram lidos por dois observadores de maneira independente. A concordancia
entre as leituras visuais dos dois observadores foi avaliada utilizando o indice
Kappa. O teste exato de Fisher foi empregado para avaliar diferengas estatisticas
entre o indice de positividade das proteinas avaliadas. As proteinas Lci1A e Lci2B
foram reconhecidas por 74% e 69%, respectivamente. As Lci4, Lci5 e Lci12
obtiveram reconhecimento de 33%, 31% e 33%, respectivamente pelos anticorpos
presentes nos soros. Baixa reatividade dos soros de caes com babesiose, erliquiose,
tripanossomiase canina foi observada com as 12 proteinas recombinantes
avaliadas. Soros de caes com leishmaniose tegumentar foram os que apresentaram
mais reatividade com as proteinas recombinantes. Analises combinatérias foram
realizadas para identificar a partir dos 12 antigenos previamente selecionados, o
conjunto destes capaz de identificar o maior numero de soros de caes com
leishmaniose visceral canina testados. Foram identificadas duas combinacdes
compostas por cinco antigenos, Lci1A, Lci2B, Lci8, Lci12, Lci4 e Lci1A, Lci2B, Lci8,
Lci12, Lci5. Quando comparado o reconhecimento desses conjuntos com a
combinagédo de Lci1A e Lci2B foi observado um aumento de 77% para 87%, no
entanto ndo foi observada diferenga estatistica (p= 0,098) apesar desse incremento.
Esse achado aponta para possibilidade de avaliar os dois conjuntos em um teste
imunocromatografico no formato do teste final (DPP). Em resumo, utilizando o teste
de triagem MAPIA foi possivel selecionar dois conjuntos de cinco proteinas
recombinantes de L. infantum que mostraram potencial para compor um teste

imunodiagndstico no formato DPP multi-antigenos.



ABSTRACT

Leishmaniasis is an antropozoonosis caused by different protozoa of the
genus Leishmania. It is estimated that approximately 350 million of people are at risk
areas, with annual incidence of approximately two million new cases worldwide. The
dog is the main reservoir in urban centers and the sandfly is the vector responsible
for transmission. In Brazil, according to the recommendations of the Ministry of
Health, seropositive dogs for leishmaniasis should be euthanized. The diagnosis is
made by the DPP-LVC® as screening and ELISA as confirmatory. Studies have
shown that DPP-LVC® is not able to detect a portion of the dog population, which
may contribute to the perpetuation of the disease in these areas. Twelve recombinant
proteins (Lci1A, Lci2B, Lci3, Lci4, Lci5, Lci6, Lci7, Lci8, Lci10, Lci11, Lci12, Lci13)
were cloned and sequenced in a previous study, but were not fully characterized for
antigenicity. Our hypothesis is that a set of selected recombinant antigens of L.
infantum may increase the identification of infected animals in endemic areas. The
aim of this study was identify a set of recombinant antigens of L. infantum from 12
previously selected for recognition by sera from infected dogs to compose an
immunodiagnostic test for canine visceral leishmaniasis. The 12 recombinant
antigens were produced in our laboratory and purified in Bio-Manguinhos. MAPIA
(Multi-Antigen Print ImmunoAssay), which consists in a screening platform for
antigen in nitrocellulose paper, was used to assess the recognition of recombinant
antigens for 12 sera of dogs infected. MAPIA is closer to rapid test DPP-CVL® than
other screening tests. We used this screening method with sera positive for canine
visceral leishmaniasis (n = 39) obtained in a cross-sectional epidemiological study in
endemic area. For evaluation of cross-reactivity, sera from dogs with other diseases:
cutaneous leishmaniasis (n = 10), canine trypanosomiasis (n = 10) babesiosis (n =
10) and ehrlichiosis (n = 11), and animal sera negative (n = 40) were used. Initially,
was decided that the best protocol to be used in the assays. Subsequently, screening
of antigens was performed with sera and to evaluate the reliability of the results, the
tests were read by two observers independently. The agreement between visual
readings of the two observers was assessed using the kappa index. The Fisher exact
test was used to evaluate statistical differences between the positivity rate of the
proteins studied. The proteins Lci1A and Lci2B were recognized by 74% and 69%,
respectively. Lci4 (33%), Lci5 (31%) and Lci12 (33%) achieved a good degree of



recognition by antibodies present in serum. We observed low reactivity of sera from
dogs with babesiosis, ehrlichiosis, and canine trypanosomiasis with the 12
recombinant proteins. Sera from dogs with cutaneous leishmaniasis were most likely
reacted with the recombinant proteins. Combinatorial analyzes were performed to
identify a set of antigens from the 12 previously selected, that can identify the larger
number of sera from dogs with canine visceral leishmaniasis. We identified two
combinations composed of five antigens, Lci1A, Lci2B, Lci8, Lci12, Lci4 and Lci1A,
Lci2B, Lci8, Lci12, Lci5 that were most recognized by serums. When compared
recognition of combination of Lci1A + Lci2B and two sets of 5 proteins, sensitivity
increased from 77% to 87%, however this increase was not statistically different (p =
0.098). Despite this finding did not reach statistical significance, points us to evaluate
the possibility of two sets in an immunoassay format of the final test (DPP). In
summary, using MAPIA, two sets of five recombinant proteins of L. infantum showed

potential to be used in immunodiagnostic test in multi-antigens DPP.
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1. Introducao

As leishmanioses sao antropozoonoses causadas por diferentes espécies de
parasitos protozoarios do género Leishmania e consideradas como negligenciadas
pela Organizagdo Mundial da Saude (WHO, 2010). Elas sdo amplamente
distribuidas nos cinco continentes. Estima-se que cerca de 350 milhbes de pessoas
estejam em areas de risco, com uma incidéncia anual de aproximadamente dois

milhdes de novos casos.

Os parasitos sado transmitidos ao hospedeiro mamifero, sejam eles caes,
raposas, macacos, ratos ou homem, através da picada de fémeas de flebétomos,
que ao realizar o repasto sanguineo inocula as formas promastigotas flageladas do
protozoario na pele desses animais (ALVAR et al., 2004). Os parasitos infectam
células de defesa, principalmente, os macrofagos. No interior das células
hospedeiras, promastigotas diferenciam-se em formas amastigotas aflageladas. Ao
serem ingeridas pelo inseto vetor, no interior do trato digestorio desses insetos,
amastigotas de Leishmania transformam-se novamente em promastigotas que na
forma metaciclicas infectante serdo inoculadas no hospedeiro mamifero durante o
repasto sanguineo (SACKS, 2001).

No homem, a infecgdo pode evoluir e ocasionar um espectro de doengas com
apresentagdes clinicas diferentes: i) leishmaniose tegumentar que pode ser
localizada, difusa, disseminada ou cutaneo-difusa e ii) leishmaniose visceral que
acomete orgaos internos como, medula 6ssea, baco, figado e linfonodos (BERN et
al., 2008).

No Novo Mundo, a forma visceral da doenca é, principalmente, causada pela
Leishmania infantum. O cao é considerado o principal reservatério da doenca nos
centros urbanos. A doenca no cao é caracterizada por alteracdes nos faneros, tais
como, onicogrifose, alopecia, Ulceras e dermatites podendo também causar
emagrecimento, anorexia, apatia, disfungbes oculares e motoras, além de acometer
orgaos internos, como baco, figado e linfonodos, podendo levar o animal a ébito
(ALVAR et al., 2004). No entanto, alguns desses sinais clinicos sdo comumente
encontrados em outras doencas infecciosas, tais como, erliquiose, babesiose e

tripanossomiase canina (GREENE, 2006). Ha controvérsias sobre a correlacdo da



18

forma clinica do cado e a transmissibilidade da leishmania para o vetor. De acordo
com as recomendacgdes do Ministério da Saude do Brasil (2006), caes positivos para
a leishmaniose visceral devem ser eutanasiados, como uma medida de controle da
doencga. Assim, o diagnéstico por avaliagao dos sinais clinicos é insuficiente, sendo
necessario o uso de exames laboratoriais complementares para o diagnéstico de

caes com leishmaniose visceral canina.

Existem diversas técnicas diagndsticas para a leishmaniose visceral.
Recentemente, foi recomendado pelo Ministério da Saude do Brasil, que o teste
rapido imunocromatografico DPP-LVC® (do inglés, Dual-Path Plataform®) seja
utlizado como teste de triagem para o diagndstico da leishmaniose visceral canina, e
0 ensaio imunoenzimatico (ELISA, do inglés, Enzime-Linked Immunosorbent Assay)

como teste confirmatdrio (Ministério da Saude, 2011).

O DPP-LVC® para leishmaniose visceral canina foi desenvolvido pela
Chembio Diagnostic System, Inc. e é produzido no Brasil por Bio-
Manguinhos/Fiocruz. O teste rapido DPP-LVC® tem o papel de nitrocelulose como
substrato para o antigeno e é utilizado para detectar a presenca de anticorpos nos
soros de caes infectados contra a proteina recombinante rK28. O teste DPP-LVC®
apresenta alta sensibilidade para o diagndstico de cdes sintomaticos, entretanto

baixa sensibilidade para detecgao de caes assintomaticos (GRIMALDI et al., 2012).

Diferentes individuos, quando infectados por um mesmo parasito, podem
produzir anticorpos distintos contra um mesmo conjunto de antigenos. Assim, a
utilizacdo de mais de um antigeno recombinante pode ser mais eficiente na
deteccdo da leishmaniose visceral, quando comparado ao emprego de um simples
antigeno (TEIXEIRA et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2011). Diversas estratégias vém
sendo empregadas para identificar novas proteinas recombinantes, que elevem a
eficiéncia do diagndstico de doengas (TEIXEIRA et al., 2007; WANG et al., 2011).
Doze antigenos recombinantes de L. infantum (Lci1A, Lci2B, Lci3, Lci4, Lci5, Lci6,
Lci7, Lci8, Lci10, Lci11, Lci12 e Lci13) que tem patente depositada no Instituto
Nacional da Propriedade Industrial (INPI) [PCT/BR2010/000083 (Internacional) e
P10900961-2 (Nacional)] para o uso em métodos de diagndstico, vacina e terapia
para leishmaniose foram anteriormente identificados a partir de biblioteca gendmica

de promastigotas e de biblioteca de cDNA de amastigotas de L. infantum. Estes
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antigenos recombinantes foram obtidos utilizando o método de soros falso
negativos. Proteinas recombinantes obtidas através de fagos contendo genes de L.
infantum foram testados em membranas de nitrocelulose para avaliar sua
reatividade frente aos soros utilizados. Os soros que apresentaram resultados falso
negativos foram novamente testados frente as proteinas recombinantes produzidas,
identificando assim novos antigenos. Ao final do processo, um painel de antigenos

capaz de reconhecer os soros testados foi obtido (TEIXEIRA et al., 2007).

Os antigenos recombinantes Lci1A, Lci2B, Lci3, Lci4 e Lci5 foram
anteriormente avaliados por ELISA e mostraram resultados promissores para o
diagnéstico da leishmaniose visceral canina (OLIVEIRA et al., 2011). Mais
recentemente o MAPIA (do inglés, multi-antigen print imunoassay) foi desenvolvido
como um imunoensaio, que emprega papel de nitrocelulose como substrato, para
triagem de antigenos recombinantes a serem utilizados em testes
imunocromatograficos rapidos (LYASHCHENKO et al., 2000), como o teste rapido
DPP-LVC® implementado pelo Ministério da Saude do Brasil para inquéritos
epidemiolégicos da leishmaniose visceral canina. O presente estudo empregou o
MAPIA para triagem dos antigenos recombinantes Lci1A, Lci2B, Lci3, Lci4, Lci5,
Lci6, Lci7, Lci8, Lci10, Lci11, Lci12 e Lci13 para utilizacdo em um teste rapido
imunocromatografico contendo multiplos antigenos para aumentar a cobertura do

diagnostico da leishmaniose visceral canina em nosso pais.

Nossa hipotese € que o conjunto de antigenos recombinantes multiplos de L.
infantum selecionados por MAPIA nesse estudo, sera reconhecido pela maioria dos
soros de caes com leishmaniose visceral canina. Nosso objetivo principal foi
identificar o conjunto de antigenos recombinantes de L. infantum com potencial para

compor um teste multi-antigenos para o diagnéstico da leishmaniose visceral canina.
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1. Revisdo de literatura

1.1.Epidemiologia

As leishmanioses sao endémicas em 98 paises, sendo que seis deles detém
cerca de 90% dos casos de leishmaniose visceral. No Velho Mundo, a Leishmania
donovani é responsavel pela maioria dos casos de leishmaniose visceral em paises
como Suddo, Somalia, Bangladesh e india, localidades onde a doenca possui um
carater antropondtico. Ja em paises como Afeganistao, Ira, Paquistdo e paises da
Asia Central, a doenca adquire um carater zoondtico, cujo agente causal é a L.
infantum. Nessas localidades do Velho Mundo, a doenga tem uma distribuigao rural,
podendo ocorrer também em regides periurbanas (BERN et al., 2010; POSTIGO,
2010; WHO, 2010). No Novo Mundo, a L. infantum também ¢é o principal agente
etiolégico da leishmaniose visceral, entretanto essa enfermidade ndo tem uma
distribuicao rural, mas sim, urbana e periurbana (HARHAY et al., 2011). Dentre os
paises do Novo Mundo, o Brasil apresenta o registro da maior prevaléncia, com
média anual de 3.500 casos confirmados pelo Sistema de Informagéo de Agravos de
Notificacdo (SINAN), na ultima década. A doencga no pais encontra-se amplamente
disseminada, distribuida por 21 estados nas cinco regides, sendo o nordeste a
regiao com o maior numero de casos. Entretanto, a incidéncia no pais vem
aumentando em outras regides com concomitante redugédo percentual de casos no
Nordeste, o que pode provocar uma falsa ideia de melhora dos indices nessa regiao,
apesar da incidéncia bastante elevada observada, com cerca de 1.800 casos por
ano registrados pelo SINAN. A leishmaniose visceral se encontra bastante
disseminada no Brasil, com prevaléncias elevadas em grandes centros urbanos
como Cuiaba (DE SANTIS et al., 2011), Sao Luiz (FELIPE et al., 2011), Brasilia
(CARRANZA-TAMAYO et al., 2010), Rio de Janeiro (SILVA et al., 2011) e Teresina
(SOARES et al., 2011).
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1.2.Agente causal

As leishmanioses sdo causadas por diversos parasitos protozoarios do
género Leishmania, que possuem um ciclo heteréxeno. As formas flageladas,
motoras, sdo chamadas de promastigotas e vivem dentro do trato digestério de
flebotomineos, estas passam por diversos estagios de diferenciagéo, até atingir a
forma infectiva, conhecida como promastigotas metaciclicas. Estas formas sao as
que sao inoculadas pela fémea do inseto vetor em um hospedeiro vertebrado, no
momento do repasto sanguineo. Na pele do hospedeiro mamifero, as promastigotas
inoculadas s&o fagocitadas por células do sistema imunitario, neutréfilos e
macrofagos, onde o parasito pode estabelecer a infecgao. No interior dessas células
hospedeiras, Leishmania pode se diferenciar em formas aflageladas, chamadas de
amastigotas. Estas células parasitadas ao serem ingeridas pelas fémeas do inseto
vetor serdo lisadas liberando as formas amastigotas no trato digestivo do
flebotomineo, completando o ciclo de vida do parasito Leishmania (KAYE;SCOTT,
2011).

1.3.Leishmaniose visceral

1.3.1. Humana

A leishmaniose visceral € uma doenca infecto-parasitaria potencialmente fatal
e € causada por parasitos do complexo Leishmania donovani — Leishmania
infantum. Anualmente, ocorrem cerca de 500 mil novos casos de leishmaniose
visceral e aproximadamente 50 mil mortes no mundo relacionadas a leishmaniose
visceral. A L. donovani é o agente etiolégico no leste da Africa e no subcontinente
indiano e a L. infantum na Europa, norte da Africa e na América Latina (DESJEUX,
2004). No homem é caracterizada pela hiperplasia de 6rgaos como baco, figado e
linfonodos, podendo também afetar a medula 6ssea. Alteragbes sanguineas como
trombocitopenia, além de disturbios bioquimicos como hipoalbuminemia séo
frequentemente descritas. Além de febre e diarreia, a doenca pode vir associada a

outras doengas como pneumonia, disenteria e tuberculose. Em areas endémicas, a



22

doenga acomete, frequentemente, individuos muito jovens, como criangas com
idade inferior a cinco anos, e a doenca tende a se apresentar de forma crénica
(WHO, 2010; SRIVIDYA et al., 2011)

1.3.2. Canina

L. infantum é a responsavel pela ocorréncia da forma visceral da doenca e
diversos mamiferos séo descritos como hospedeiros do parasito: cachorro-do-mato
(Cerdocyon thous) (DA SILVA TENORIO et al., 2011), sarigué (Didelphis
marsupialis)  (SCHALLIG et al, 2007), rato (Rattus novergicus)
(PAPADOGIANNAKIS et al., 2010) e lobo guara (Chrysocyon brachyurus) (LUPPI et
al., 2008). Normalmente, esses animais se restringem ao ciclo silvestre e, raramente,

sao descritos como potencial fonte de dispersao da doencga para humanos.

Desde a descoberta da leishmaniose visceral canina na Tunisia por Nicolle &
Comte (1908), diversos relatos evidenciaram que cao e homem compartilham de um
mesmo agente etioldégico, sendo o cdo considerado o principal reservatério da
leishmaniose visceral em centros urbanos (ADLER;THEODOR, 1932). Alguns
estudos realizados em regides endémicas, onde a leishmaniose visceral possui um
ciclo zoonético, apontam para a existéncia de uma prevaléncia de aproximadamente
20% de caes positivos, como na China (SHANG et al., 2011), Grécia (ATHANASIOU
et al., 2012) e México (PASTOR-SANTIAGO et al., 2012).

Os sinais clinicos e o tempo de aparecimento da doenca pode variar de
acordo com a resposta imunoldgica individual do céo infectado. Ha relatos de céaes
que adoeceram cerca de sete anos apds o animal visitar uma area endémica
(SLAPPENDEL, 1988). A doenga no cao € caracterizada por alteragées nos faneros,
tais como, onicogrifose, alopecia, Ulceras e dermatites podendo também causar
emagrecimento, caquexia, anorexia, conjuntivite, além de acometer érgéos internos,
como bacgo, figado e linfonodos, podendo levar o animal a 6bito (ALVAR et al.,
2004). Alguns autores classificam os animais apenas como assintomaticos e
sintomaticos, de acordo com a auséncia ou preseng¢a de sinais, respectivamente
(METTLER et al.,, 2005; VERCOSA et al., 2008; GRIMALDI et al., 2012). Outros

autores incluem mais uma categoria na classificagdo dos caes, chamando de
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oligossintomaticos os animais que possuem de um a trés sinais (MANCIANTI et al.,
1988; MICHALSKY et al., 2007; SOARES et al., 2011).

Caes assintomaticos infectados por Leishmania tendem a nao ser
diagnosticados sorologicamente. Em um estudo realizado em Belo Horizonte — MG,
area endémica para leishmaniose visceral, 1.443 caes foram avaliados e 230
(15,3%) destes mostraram sorologia positiva para infecgdo por Leishmania sp,
enquanto 1.213 (84,7%) animais mostraram sorologia negativa. Dentre os caes
sorologicamente negativos, 296 (24,4%) mostraram-se positivos utilizando
diagnostico molecular. Nesse grupo, 289 (97,6%) animais eram assintomaticos
(COURA-VITAL et al., 2011).

Alguns estudos evidenciam a correlagao entre presenca de sinais clinicos no
animal infectado e transmissibilidade do parasito para o vetor e a correlacdo com
casos humanos. De acordo com essa ideia, Vergcosa e colaboradores (2008)
mostraram que caes assintomaticos possivelmente nao transmitem o parasito para o
vetor da doenca. Entretanto, existem controvérsias em relagcdo a esse dado, pois
outros trabalhos demonstraram que o cao tem capacidade de transmitir Leishmania
para o vetor independente de seu quadro clinico. No entanto, evidéncias apontam
gue o animal sintomatico € mais propenso a dispersar a doenga. Com base nesses
dados, quanto maior a presenca de sinais clinicos maior sera a capacidade do
animal transmitir o parasito para o vetor e por conseguinte a outro animal ou homem
(Soares et al., 2011; Michalsky et al., 2007; Moshfe et al., 2009; Banuls et al., 2001).
Com base nos dados que mostram que o cao pode transmitir a doenga
independente da forma clinica, alguns paises como o Brasil, implementaram a
eutanasia de caes com sorologia positiva para Leishmania, como uma das medidas

de saude publica para o controle da doenga humana.

A avaliagao clinica de cdes mostra que o diagnostico de animais sintomaticos
é dificil, pois alguns sinais clinicos sdo comuns a outras doengas caninas, como
babesiose, erliquiose e tripanossomiase canina, tornando dificil um diagnéstico
clinico preciso da doenga (ALVAR et al., 2004; GREENE, 2006).
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1.4.Diagn0stico

Existem diversos métodos de diagnostico laboratorial para leishmaniose:
métodos de visualizacdo direta do parasito por microscopia, exames sorologicos
indiretos, diagnostico molecular e ensaio de imunidade celular, sendo este ultimo
nao muito aplicado a rotina de diagnostico (MAIA;CAMPINO, 2008; SRIVASTAVA et
al., 2011).

1.4.1. Diagndstico Parasitoldgico

A visualizagéo direta dos parasitos pode ser feita em esfregagos de aspirado
do tecido esplénico, linfonodo e medula &ssea corados pela técnica de
hematoxilina/eosina. Formas amastigotas de Leishmania sdo visualizadas nesses
esfregacgos utilizando microscopia optica. A cultura de tecidos como o esplénico, de
linfonodo ou medula éssea permite a identificacdo de formas promastigotas. A
cultura é feita, preferencialmente, em meio de cultura bifasico, tendo como fase
sélida o meio Novy-MacNeal-Nicolle (NNN), o meio modificado de Tobie ou 0 meio
United States Army Medical Research Units (USAMRU) e como fase liquida, mais
comumente, o meio Schneider (WHO, 2010). Esses testes diagndsticos por
identificacao direta do parasito apresentam alta especificidade, porém baixa
sensibilidade (Barrouin-Melo et al. 2004; Fraga et al., 2010; da Silva et al., 2010;
Sundar et al. 2002; Dos-Santos et al., 2008) e sao considerados padrdo ouro no
diagnostico da leishmaniose. No entanto, os testes parasitologicos sdo dispendiosos
para serem empregados em inquéritos sorologicos, pois necessitam de utilizagdo de

mao de obra especializada e insumos caros, além da baixa sensibilidade.

1.4.2. Diagnéstico Soroldgico

O ELISA e a reagdao de imunofluorescéncia indireta (RIFI) s&o testes
amplamente utilizados em rotina diagnéstica para doencas infecto-contagiosas.

Esses testes tém a vantagem de serem altamente sensiveis, ou seja, sdo capazes
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de identificar um elevado numero de individuos soro positivos com boa
fidedignidade. Ambos os testes permitem a detecgédo de anticorpos especificos em

amostras de soro.

No ensaio de ELISA, os anticorpos sdo revelados por anticorpos anti-
imunoglobulinas marcados com uma enzima, como por exemplo a peroxidase, que
catalisa a oxidacdo de um cromogeno incolor que adquire cor na presenca do
substrato H202. A conversao do substrato € quantificada em um leitor de placas, por
medida de densidade optica. A absorbancia da cor € medida utilizando um
espectrofotdmetro, utilizando um comprimento de onda especifico. A maior parte dos
ELISAs para diagnostico da leishmaniose utiliza como antigeno o lisado bruto de
Leishmania spp. Atualmente, novos ensaios de ELISA foram estabelecidos
utilizando como antigenos proteinas recombinantes, como a rK39. Este teste
apresenta sensibilidade que varia entre 68% e 100% e especificidade de 71% e
100% (Kumar et al., 2001; Carvalho et al., 2003; Moreira et al., 2006; Porozzi et
al.,2007; Pedras et al., 2008; Romero et al., 2009).

A identificacao de anticorpos utilizando RIFI é feita pela incubagdo do soros
testes com antigenos fixados em uma lamina de vidro. A reagédo é revelada por
anticorpo anti-imunoglobulinas marcado com fluorocromos e a fluorescéncia emitida
€ captada em um microscépio de fluorescéncia. O RIFI para diagndstico da
leishmaniose visceral é um teste que apresenta sensibilidade que varia de 21,7% a
100% e especificidade de 78% a 92% (Ciaramella et al. 1997; Silva et al. 2001;
Alves and Bevilacqua, 2004; Ferroglio et al.,2006; Moreira et al., 2007). O RIFI € um
meétodo diagndstico de baixa sensibilidade e alta especificidade. Este método foi por
muitos anos utilizado no protocolo do Ministério da Saude brasileiro como teste

diagnéstico confirmatério da leishmaniose visceral canina.

Recentemente, testes imunodiagndsticos rapidos vém sendo empregados
como rotina laboratorial para deteccdo de doencas como a leishmaniose. Os
antigenos recombinantes do parasito sado impregnados em membranas de
nitrocelulose e as amostras de soros sao aplicadas no teste. As imunoglobulinas
especificas presentes em soros de individuos infectados reagem com os antigenos
presentes na membrana e a reacdo é revelada pela interacdo de proteina A,

acoplada a particulas de ouro coloidal, com a por¢édo Fc das imunoglobulinas. Esses
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testes sao de facil manuseio e podem dispensar o uso de equipamentos para a
leitura de seus resultados. Além disso, sdo de facil armazenamento, sem
necessidade de manutengdo em baixas temperaturas. Estes testes, ja séao
amplamente usados para detecgéo de infecgédo pelo HIV (VUYLSTEKE et al., 2012),
H1N1 (WU et al., 2010) e, mais recentemente, estdo sendo utilizados para
diagnéstico de leishmaniose visceral humana e leishmaniose visceral canina
(BADARO et al., 1996; CARVALHO et al., 2003; OTRANTO et al., 2004; OTRANTO
et al., 2005).

A proteina recombinante rK39 contém sequéncias repetitivas de 39
aminoacidos de uma proteina relacionada a cinesina de cinetoplasto de Leishmania
(BURNS et al, 1993). Ela vem sendo empregada em diversos testes
imunocromatograficos comercialmente disponiveis para o diagnéstico de
leishmaniose visceral humana (BADARO et al., 1996; SCHALLIG et al., 2002;
CARVALHO et al., 2003) e canina (OTRANTO et al., 2005; DE LIMA et al., 2010;
GRIMALDI et al., 2012). Esses testes imunocromatograficos contendo rK39 para
diagnéstico da leishmaniose visceral humana (CHAPPUIS et al.,, 2006) e canina
(LEMOS et al., 2008; DE LIMA et al., 2010) apresentam resultados de sensibilidade
que variam de 83% a 97% e especificidade de 91% a 100%.

O teste rapido imunocromatografico DPP® é um kit pronto para uso
desenvolvido pela Chembio Diagnostic System, Inc parao diagndstico da
leishmaniose visceral canina. Esse teste é recomendado atualmente pelo protocolo
do Ministério da Saude do Brasil como teste de triagem para leishmaniose visceral
canina. Esse teste é produzido por Bio-Manguinhos/Fiocruz e sua utilizagcao esta
sendo implementado na rede publica de saude. Esta plataforma é composta por um
cassete de plastico, contendo duas membranas de nitrocelulose conectadas entre si
em forma de um “T”. Uma dessas tiras é destinada a amostra sanguinea e a outra
ao tampao que carreara microparticulas de ouro coloidal acoplada a proteina A para
revelar a reagdo. O DPP® para leishmaniose visceral canina é utilizado para detectar
anticorpos presentes em soros de cédes infectados. Os anticorpos reagem com o
antigeno recombinante quimérico rk28 (K39/K26/K9) impregnado na membrana de

nitrocelulose.
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Grimaldi e colaboradores (2012) demonstraram que o teste
imunocromatografico rapido DPP® baseado no antigeno recombinante rK28 possui
uma sensibilidade (98%) para detecgdo de céaes infectados com sinais clinicos da
doenca. No entanto, para detec¢do de caes sem sinais clinicos da doenca o teste
apresentou baixa sensibilidade (47%). Em relagédo aos caes avaliados com outras
patologias o teste apresentou especificidade de 98%. Sendo assim, o DPP® para
leishmaniose visceral canina deixa de detectar uma parcela significativa de animais
assintomaticos. Portanto, se faz necessario a implementagdo de testes
sorodiagnosticos mais efetivos para que ocorra uma deteccdo mais ampla de
animais com infecgdo por L. infantum nos servigcos de saude publica, contribuindo

para maior eficiéncia do controle da leishmaniose visceral canina.

1.4.3. Diagnéstico Molecular

Nos ultimos anos, gracas ao avang¢o das técnicas de biologia molecular, a
reacao em cadeia da polimerase (PCR) passou a ser empregada no diagndéstico da
leishmaniose visceral. Essa técnica consiste na amplificacdo em cadeia
(exponencial) de uma determinada sequéncia génica. No diagndstico da
leishmaniose visceral canina a sensibilidade da técnica é dependente do tecido
utilizado. Solano-Gallego e colaboradores (2001) evidenciaram que a pele seria o
tecido de maior sensibilidade, entretanto Lombardo e colaboradores (2012)
demonstraram que o linfonodo seria 0 melhor tecido para o diagndstico. Sangue,
conjuntiva, medula 6ssea e bagco sdo algumas outras amostras empregadas no
diagndéstico molecular da infecgao por Leishmania (SOLANO-GALLEGO et al., 2001,
SOLCA et al.,, 2012). A especificidade da PCR varia de acordo com o método de
amplificacdo empregado e o alvo utilizado, sendo este geralmente um fragmento do
DNA circular do cinetoplasto (LACHAUD et al., 2002; SOLCA et al., 2012). Estudos
mostraram que a PCR para Leishmania apresenta alta sensibilidade, em geral acima
de 90%, e alta especificidade podendo chegar a 100% (Lachaud et al., 2002; Gomes
et al. 2007; Moreira et al., 2007; Ferreira et al. 2008). Porém por ser uma técnica de

alto custo e complexidade, sua utilizacdo na rotina laboratorial é limitada.
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1.5.Proteinas recombinantes

A tecnologia do DNA recombinante foi de fundamental importancia no
desenvolvimento e avango da biotecnologia, pois possibilitou a produgdo de
proteinas em larga escala de maneira mais facil, pura e homogénea. Assim,
proteinas recombinantes passaram a ser melhor estudadas e utilizadas em diversos
segmentos, dentre eles na composicdo de testes diagnodsticos mais acurados
(PORROZZI et al., 2007; COSTA et al., 2012).

Doze antigenos recombinantes foram selecionados por Teixeira e colaboradores
(2007) e tiveram o seu cDNA sequenciado. Um pedido de patente no INPI foi feito
sobre o numero PCT/BR2010/000083 (Internacional) e PI0900961-2 (Nacional) para
0 uso desses antigenos em métodos de diagndstico, vacina e terapia para
leishmaniose. Cinco destas proteinas foram previamente testadas por ELISA frente
a soros de caes e de humanos infectados por Leishmania, apresentando resultados
promissores no diagnostico da leishmaniose, evidenciando assim a sua
possibilidade na utilizagdo de um futuro teste diagnostico (Oliveira et al., 2011). De
Souza e colaboradores (2012) avaliaram duas dessas proteinas, denominadas Lci1A
e Lci2B, que apresentaram excelentes resultados no ensaio demonstrando elevados
valores de sensibilidade e especificidade. Essas proteinas nao apresentaram
reacdes cruzadas com soros de caes infectados por Trypanosoma caninum, Babesia
canis e Ebhrlichia canis. Esses dados indicam a potencialidade das proteinas
recombinantes quanto ao seu uso em testes imunodiagndsticos, sugerindo a
possibilidade de sua utilizagdo na composicdo de um teste sorolégico complementar

ou mesmo alternativo ao DPP® para leishmaniose visceral canina.

1.6.MAPIA

O MAPIA é um imunoensaio que consiste em impregnar uma membrana de
nitrocelulose com multiplos antigenos em paralelo, posteriormente estas membranas
sao cortadas perpendicularmente aos antigenos impregnados na membrana (Figura
1). A banda contendo a proteina recombinante apresentara coloragdo quando

houver reacdo de ligagdo do complexo antigeno/anticorpo apds incubagdo em
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presenca de cromogeno. Esta metodologia vem sendo empregada no
desenvolvimento de testes imunocromatograficos para doengas infecciosas devido
ao seu custo-beneficio, como evidenciado por Lyashchenko e colaborades (2000) ao
descreverm a técnica. Em uma membrana de nitrocelulose de 15 x 15 cm utilizada
no MAPIA podem ser avaliadas mais de 50 bandas impreganadas com antigenos,
que podem ser testadas com mais de 50 amostras de soros. Além disso no MAPIA é
utilizado um volume cerca de dez vezes menor de soro, 40 vezes menos antigenos
e até dez vezes menos conjugado e substrato, quando comparado ao ELISA. Aliado
ao fato que a utilizagcdo da membrana de nitrocelulose, configura uma plataforma
mais proxima a presente no produto final, um teste imunocromatografico rapido. O
MAPIA vem sendo utilizado, principalmente, na triagem e selecédo de antigenos para
deteccao de tuberculose causada por Mycobacterium spp em diversos animais como
primatas ndo humanos (LYASHCHENKO, GREENWALD, ESFANDIARI,
GREENWALD, et al., 2007), felinos (RHODES et al., 2011), bisdes (HIMSWORTH et
al., 2010) e elefantes (DUNCAN et al., 2009).

Printing antigens
onto nitrocellulose membrane

Figura 1 - Esquema da producéo das tiras de nitrocelulose com antigenos recombinantes
impregnados. Os antigenos recombinantes sdo impregnados paralelamente em membranas de
nitrocelulose. As membranas posteriormente sdo cortadas em tiras perpendiculares a
impregnagéo na membrana (Lyashenko et al., 2000).
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2. Obijetivos

2.1.0bjetivo Geral

Identificar o conjunto dos antigenos recombinantes de L. infantum quanto ao
reconhecimento por soros de caes infectados para compor o teste

imunocromatografico rapido para leishmaniose visceral canina

2.2.0bjetivos Especificos

Realizar triagem dos 12 antigenos recombinantes de Leishmania utilizando
MAPIA

Avaliar a reatividade cruzada dos antigenos recombinantes selecionados por

MAPIA com soros de caes com outras patologias caninas
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3. Metodologia

3.1.Antigenos recombinantes

Doze antigenos recombinantes de Leishmania infantum (Lci1A, Lci2B, Lci3,
Lci4, Lci5, Lci6, Lci7, Lci8, Lci10, Lci11, Lci12 e Lci13) foram utilizados neste estudo.
Esses antigenos foram produzidos em nosso laboratério a partir de bibliotecas de
cDNA de amastigotas e biblioteca gendmica de promastigotas de Leishmania
infantum. Esses antigenos foram inicialmente avaliados por ELISA quanto a
capacidade de serem reconhecidos por soros de caes infectados, tendo apresentado

resultados promissores.

3.1.1. Producdo proteica

Bactérias Escherichia coli BL21(DE3)pLysS (Invitrogen, Carlsbad, California,
EUA) foram transformadas com a técnica do choque térmico, utilizando-se de
plasmideos pRSET (Invitrogen) contendo sequéncia génica de interesse dos
antigenos recombinantes de L. infantum. As bactérias transformadas foram
plagueadas em meio solido agar Luria-Bertani (LB) contendo os antibiéticos
ampicilina e cloranfenicol em estufa bacteriolégica a 37°C por 16 horas para o
crescimento das colbnias bacterianas, que internalizaram os plasmideos. Estas
colénias foram utilizadas na expansao do cultivo das bactérias transformadas. No
processo de expansao das culturas bacterianas, cada coldnia foi colocada em um
erlemeyer de 250 ml, contendo 50 ml de meio de cultura liquido LB que foi incubado
sob agitacao constante a 37°C por 14 a 16 horas (overnight). No dia seguinte, cada
erlenmeyer teve sua densidade de observancia (D.O.) checada no
espectrofotdbmetro, e os cultivos foram transferidos para um erlemeyer com
capacidade de 2 L, contendo 500 mL de meio LB com as bactérias com D.O. inicial
de 0,1. Esses cultivos foram acompanhados até que a D.O. atingisse valores entre
0,4 e 0,8. Ao alcancar a D.O. esperada, os cultivos bacterianos foram submetidos a
indugao de producgao proteica por adigdo de isopropil-p-D tiogalactopiranosidio a 0,1

mM (IPTG, Invitrogen). Apds o processo de producdo, as bactérias foram
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centrifugadas para a retirada do meio LB e o sedimento bacteriano foi congelado
imediatamente a -20°C. Amostras de cultivos bacterianos foram colhidas no inicio e
no fim da produgdo. Essas amostras foram submetidas a centrifugagdo para
descarte do meio, ressuspendidas em tampdo Laemmli (LAEMMLI, 1970) e
aquecidas a 95°C em banho maria por 5 minutos, para promover a lise da bactéria,
desnaturagdao e reducao das proteinas. Posteriormente, foram submetidas a
eletroforese em gel de poliacrilamida 10%-15% (SDS-PAGE) e coradas com azul de

Coomassie para confirmagao da expressao proteica.
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3.1.2. Purificagao proteica

A purificagdo das proteinas recombinantes foi realizada em Bio-
Manguinhos/LATED, por nossos colaboradores, utilizando cromatografia de
afinidade, em colunas de niquel-sefarose e desalinizada por colunas PD-10
Desalting Workmate (Amersham Pharmacia Biotech AB, Sweden), seguindo as
recomendacdes do fabricante. O sedimento bacteriano foi ressuspendido na razao
de 3 ml de tampao de ligacdo (Na2HPO4 a 20 mM, NaCl a 500 mM e imidazol a 20
mM, pH 7,4) para cada 1 g de sedimento com auxilio de um agitador vortex (Labnet,
Woodbridge, Nova Jersey, EUA). Em seguida, para digerir a parede bacteriana, foi
adicionada lisozima (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, EUA) em concentracgéao final
de 1 mg/ml. Cada suspensao foi incubada a temperatura ambiente por 20 minutos,
sob agitacdo constante. Posteriormente, para solubilizagdo das membranas
lipidicas, foram acrescentados 4 mg de desoxicolato de sédio (Sigma-Aldrich) para
cada 1 g de sedimento e cada suspenséo foi incubada a temperatura ambiente por
30 minutos. Com o objetivo de fragmentar o DNA gendmico bacteriano, cada
suspensdo foi submetida a sonicagdo sob gelo. A sonicagdo foi realizada pela
aplicacao de seis pulsos, com poténcia de 200 Watts cada um com duragao de 20
segundos e intervalo de 60 segundos entre cada dois pulsos consecutivos (Sonifier
250, Branson Ultrasonics Corporation, Danbury, EUA). Cada lisado bacteriano foi
centrifugado a 17.000 x g, a 4°C, por 15 minutos. O sobrenadante e o sedimento
contendo a proteina recombinante depois de solubilizados em tampéo de ligagdo
(20mM NazHPO4, 150mM NaCl, 20mM imidazol, pH 8,0 e 2 M de uréia) passaram
por filtros de 0,22 um e foram aplicados em colunas cromatograficas de niquel-
sefarose. As colunas haviam sido previamente equilibradas com uma solugao
tampao (20mM Na2HPO4, 150mM NaCl e 20mM imidazol, pH 8,0 e com 2 M de
uréia). As colunas foram eluidas com tampé&o contendo NazHPO4 a 20 mM, NaCl a
150 mM e imidazol a 500 mM, uréia a 2 M, pH 8,0. Durante o processo de eluicao,
fracoes de 3 mL foram obtidas e armazenadas a 4°C e aliquotas dessas fragdes
foram analisadas por SDS-PAGE. As fragbes que continham a proteina alvo com um
bom grau de pureza foram misturadas. A concentracdo de cada proteina
recombinante foi determinada utilizando o kit DC™ Protein Assay (Bio-Rad,

California, EUA), seguindo as recomendacgdes do fabricante.
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3.2.Soros

Foram utilizados soros provenientes da soroteca canina estabelecida no
Centro de Pesquisas Gongalo Moniz/Fiocruz-BA, Laboratério de Patologia e
Biointervencéo. Estes soros foram obtidos em coletas de sangue realizadas em
regides endémicas para leishmaniose visceral canina, como Jequié, Dias d’Avila e
Camacari na Bahia. Todos animais passaram por uma criteriosa avaliagao clinica em
buscas de sinais da doenca como: linfadenopatia, onicogrifose, ceratoconjutivite,
alopecia, emagrecimento, dentre outros. Cada um destes sinais foram avaliados
quanto a sua intensidade (leve, moderada ou intensa). Em seguidas os animais
foram classificados em trés grupos: i) Assintomaticos, auséncia total de sinais
clinicos. ii) Oligossintomaticos, presenca de um a trés sinais, independente da sua
intensidade. iii) Polissintomaticos, presenca de quatro ou mais sinais. O sangue foi
coletado a partir de venopungao e foram acondicionados em tubos com acelerador
de coagulagao e tubos com EDTA. Os tubos com acelerador de coagulagao foram
utilizados na obtencao de soro, que posteriormente foi utilizado na realizagado do
ELISA para Leishmania. A partir do sangue coletado nos tubos com EDTA foi
realizada a extracdo de DNA utilizando o kit DNeasy (Qiagen), seguindo as
recomendagdes do fabricante. Posteriormente o DNA proveniente das amostras
sanguineas foi utilizado na realizagao do diagnéstico, por PCR, de hemoparasitoses
(erliquiose e babesiose). Além disso, foi feita a coleta de aspirado esplénico para a
realizacdo de extracdo de DNA e cultura parasitologica. A realizagcdo da extragdo de
DNA foi feita com o kit DNeasy (Qiagen). O DNA extraido da amostra esplénica foi
utilizado na realizagdo da PCR para deteccao do DNA de Leishmania. A cultura do
aspirado esplénico foi feita com a lavagem das seringas contendo o material com
meio Schneider’s suplementado com soro bovino fetal (SBF) e a transferéncia deste

para garrafas de cultura contendo meio bifasico NNN-Scheneider’s.

A soroteca também possui soros controle de animais negativos de areas
endémicas e nao endémicas, nao infectados por Leishmania ou com outras
patologias testadas nos critérios de inclus&o para a soroteca (Babesia e Ehrlichia).
Além de contar com soros de animais com leishmaniose tegumentar ou doenga de

Chagas, doados por Alexandre Barbosa Reis da Universidade Federal de Ouro
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Preto. Todos os soros inclusos na soroteca sdo devidamente identificados e

armazenados em freezer -80°C.

A partir desta soroteca, foram selecionados 120 soros de caes com diferentes
caracteristicas; 39 soros de animais parasitologicamente confirmados para
leishmaniose visceral canina com diferentes manifestagdes clinicas (2 soros de
animais assintomaticos, 15 soros de cées oligossintomaticos e 22 soros de caes
polissintomaticos), 10 soros de animais com leishmaniose tegumentar, 10 soros de
animais com doenca de Chagas, 10 com babesiose, 11 com erliquiose, e 40 soros

de animais negativos, provenientes de areas endémicas e nao endémicas para LVC.

3.3.Ensaio imunoldgico com multi-antigenos impressos (MAPIA)

Folhas de membranas de nitrocelulose HiFlow Plus HFB24004 (Millipore,
Massachusetts, EUA) foram impregnadas com os antigenos utilizando um aparelho
semi-automatico de microaerolisagdo (Automatic TLC sample 4, CAMAG, Muttenz,
Suica) que gerou bandas paralelas a partir de solugbes de antigenos recombinantes
nas seguintes concentragdes: Lci1A = 0,236 mg/mL, Lci2B = 0,222 mg/mL, Lci3 =
0,530 mg/mL, Lci6 = 0,347 mg/mL, Lci7 = 0,097 mg/mL, Lci8 = 0,125 mg/mL, Lci10=
0,139 mg/mL, Lci12 = 0,236 mg/mL, Lci4 = 0,055 mg/mL, Lci5 = 0,139 mg/mL, Lci11
= 0,055 mg/mL, Lci13 = 0,180 mg/mL. Foram também impregnados lisado total de L.
infantum (7,620 mg/mL), a proteina recombinante CRA&FRA (0,290 mg/mL) para
possivel detec¢ao de anticorpos anti Trypanossoma cruzi, além da proteina A (0,200
mg/mL) como controle interno da reagdo. Em seguida, as folhas foram cortadas em

tiras no sentido perpendicular em relagao as linhas impregnadas (Figura 1).

3.4.Padronizacdao do MAPIA

O protocolo padrao de realizagdo do MAPIA, obtido pela colaboragdo com o
LATED - Bio-Manguinhos/Fiocruz, consistiu em incubar, individualmente, as tiras do
MAPIA em 2 ml de Tampao de Ensaio imunoenzimatico para leishmaniose visceral
canina (formulagdo mantida sobre sigilo) suplementado com 5% de lecitina de leite,

adicionado do soro do cao teste na diluicdo de 1:100 (Figura 2). A reacado foi
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realizada em uma canaleta com agitacéo a 37°C por 30 minutos. Apds esse periodo
de incubacdo, as membranas foram submetidas ao processo de lavagem com
tampéo fosfato-salina com 10% de Tween-20 (PBS-T), por 5 minutos a 37°C por trés
vezes. Em seguida, as fitas foram novamente incubadas a 37°C por 30 minutos em
Tampéao de Ensaio imunoenzimatico contendo IgG anti-cido conjugado a peroxidase
(anticorpo secundario) na diluicdo de 1:6.000. Posteriormente, o processo de
lavagem por duas vezes com PBS-T foi repetido e mais uma vez com PBS para, a
seguir, serem incubadas em solugédo reveladora contendo 4 mg/ml de 2,4-acido
diaminobutirico (DAB, Sigma-Aldrich) e 0,004% de H202. Por fim, a reagao foi

interrompida com a lavagem da membrana com agua destilada.

Com o objetivo de definir se o protocolo original do MAPIA era ideal para
identificar e analisar as bandas obtidas apdés a imunorreacdo, foram realizados
diferentes testes. A resolucdo e intensidade das bandas, assim como a
reprodutibilidade dos resultados do teste foram avaliados comparando o protocolo
padrao em relagao a trés diferentes protocolos.

Quadro 1 - Quadro comparativo dos protocolos testados na padronizagdo do MAPIA. Original -
protocolo de operagao padrao estabelecido por Bio-Manguinhos, obtido através de colaboragdo com

o Laboratério de Tecnologia diagnéstica (LATED). Protocolos A, B e C - modificagdes realizadas nas
etapas e condigbes de execugdo do MAPIA em relagéo ao protocolo original.

Protocolos
Etapas Condigoes
Original A B C
Bloqueio Temperatura ambiente por 1h
Prévio 37°C por 30 minutos
Temperatura ambiente por 1h
Soro
37°C por 30 minutos
Anticorpo Temperatura ambiente por 1h
secundario 37°C por 30 minutos
Temperatura ambiente por 5 minutos
Lavagem
37°C por 5 minutos
Temperatura ambiente por 5 minutos
Revelacao
37°C por 5 minutos
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Apos a definicdo do protocolo de incubagdes e lavagens foi avaliada qual era
a melhor concentracido dos soros a serem utilizados no ensaio. Assim foram
testados: i) soro do cao teste nas diluigdes - 1:100, 1:200, 1:300 ou 1:400; ii)
anticorpo secundario nas diluicbes - 1:6.000, 1:7.500, 1:9.000 ou 1:10.500. As
leituras das membranas foram feitas por dois observadores de maneira
independente, em carater qualitativo, que identificaram a presenca de bandas

(positivos) ou a auséncia delas (negativos) (Figura 2).
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Figura 2 - Imagem do resultado do MAPIA, ilustrando as tiras impregnadas com antigenos apds a
incubagdo com soros, evidenciando a presenga e auséncia de bandas. A seta 1 indica a presenca de
reatividade (presenca de banda) e a seta 2 indica auséncia de reatividade (auséncia de banda).
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3.5.Analises dos resultados

Foi realizado o calculo do indice Kappa para avaliagdo da concordancia entre
as leituras visuais (qualitativas) dos resultados do MAPIA realizadas por dois
observadores independentemente. Estas analises foram feitas cegamente, sem que
nenhum dos dois observadores soubessem quais grupos de amostras pertenciam a
tira do MAPIA que estava sendo lida. Além disso, um observador ndo conhecia o
resultado atribuido pelo outro. Também foi realizada analise combinatéria dos
resultados, para avaliagdo da performance conjunta dos antigenos avaliados, com o
intuito de estabelecer um conjunto de antigenos recombinantes capaz de aumentar
a sensibilidade de um futuro teste imunocromatografico diagnéstico, na plataforma
DPP® multi-antigenos. Essa analise consistiu em associar os resultados da proteina
com melhor desempenho individual de sensibilidade/especificidade com suas
subsequentes, uma a uma em ordem decrescente de acuracia, para avaliar se os
antigenos associados levavam a um aumento da acuracia. Para avaliar possiveis
diferencas estatisticas em relacdo a sensibilidade das proteinas, foi realizado o teste

exato de Fisher.
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4, Resultados

4.1.Producao e purificagao das proteinas recombinantes

Todas 12 proteinas recombinantes avaliadas no estudo foram produzidas e
purificadas. A figura 3 mostra um gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) do antigeno
recombinante Lci2B durante a producéo proteica e no final do processo ao se obter
o antigeno purificado.

Oh 3h PM(kDa)

_..._ﬁ-i

Figura 3 A — Gel SDS-PAGE 10% da expresséao proteica da E. coli BL21(DE3)pLysS com inserto de
Lci2B. 3 B — Gel SDS-PAGE 10% da expresséo proteica da E. coli BL21(DE3)pLysS sem o inserto de
Lci2B. 3 C — Gel SDS-PAGE 10% da purificagdo do antigeno Lci2B, apds separagdo cromatografica.
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4.2. Padronizagdao do MAPIA

Para avaliar se as condi¢des de realizacdo do ensaio de MAPIA padronizado
por Bio-Manguinhos eram as ideais, diferentes condi¢cdes de temperatura, tempo de
incubacao, etapa prévia de bloqueio, diluigdo do soro e do conjugado (Quadro 1)
foram testadas. Na avaliagdo das quatro condi¢des relacionadas a temperatura e
tempo de incubacdo, presenca ou auséncia de uma etapa de bloqueio, utilizando
soros controle, nao foram observadas diferengas na identificagdo e na intensidade

das bandas referentes as 12 proteinas recombinantes (dado nao mostrado).

Também nao foram observadas diferencas da identificagao e intensidade das
bandas correspondentes as 12 proteinas, quando foi avaliada a diluicdo do soro
teste (canaleta A = 1:100, B = 1:200, C = 1:300 ou D = 1:400) (Figura 4) e do
conjugado (1:6.000, 1:7.500, 1:9.000 ou 1:10.500) (Figura 5). Desta forma, o
protocolo padréo estabelecido por Bio-Manguinhos foi mantido, com a utilizagdo do

soro teste na diluicdo 1:100 e do conjugado na diluigdo de 1:6.000.

TESTE
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Lci7
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Lcil0
Lcil2 - : | \
Lisado G-

CRA&FRA . i ‘ '

Proteina A Basts mr“m““ ﬂmr.‘lr e
A | B clAlLD ECACE4 Gl
Figura 3 - Padronizacao do MAPIA em relagéo a diluigdo dos soros controle positivo (C+) na diluicdo
1:100 (tira A), na diluigdo 1:300 (tira B) e na diluicao 1:400 (tira C). Controle negativo (C-) na diluigao

1:100 e soros teste utilizados nas diluigdes de 1:100 (tira D), 1:200 (tira E), 1:300 (tira F) e 1:400 (tira
G).
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Figura 4 - Padronizagdo do MAPIA em relagdo a diluicdo do conjugado. Soro controle positivo (C+) e
diluicdo do conjugado de 1:6.000 (tira A), soro controle negativo (C-) e conjugado na diluicdo de
1:6.000 (tira B), soros teste e conjugados nas diluicdes de 1:6.000 (tira C), 1:7.500 (tira D), 1:9.000
(tira E) e 1:10.500 (tira F).

4.3.Analise do MAPIA

Em seguida, foi realizada a triagem dos antigenos recombinantes de L.
infantum reconhecidos por soros de cades com leishmaniose visceral canina
utilizando o MAPIA. A proporcédo de 87% dos soros de cdes com leishmaniose
visceral canina reconheceu pelo menos uma das proteinas recombinantes de L.
infantum avaliadas no presente estudo. Lci2B e Lci1A foram os antigenos
recombinantes mais reconhecidos pelos soros de cdes com leishmaniose visceral
canina, 74% e 69% respectivamente (Tabela 1). No entanto, ndo houve diferenca
significativa entre o reconhecimento dessas proteinas (p = 0,80) (Tabela 5). A

propor¢ao de soros que reconheceu os demais antigenos foi inferior a 50%: 33%
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reconheceram Lci4 e Lci12, 31% Lci5, 23% Lci3, 21% Lci7 e Lci11, 8% Lci8, Lci10 e
Lci13 e apenas 3% Lci6.

A avaliagdo da reatividade das proteinas recombinantes frente aos soros de
caes negativos evidenciou que a Lci12 foi identificada por 4 dos 40 soros negativos,
seguida pela Lci7 e Lci13 que, individualmente, foram reconhecidas por 3 dos 40
soros testados. Cada uma das proteinas Lci3, Lci4, Lci5, Lci10 e Lci11 foram
reconhecidas por 2 dos 40 soros, enquanto que Lci2B, Lci6 e Lci8 foram
reconhecidas por apenas 1 dos 40 soros negativos para a leishmaniose visceral
canina. A unica proteina recombinante que nao foi reconhecida por nenhum dos
soros negativos foi a Lci1A. Quando consideradas as 12 proteinas juntas o

reconhecimento dos antigenos pelos soros negativos foi de 6 dos 40 (Tabela 2).

Quando a especificidade das proteinas foi avaliada frente aos soros de caes
com diagndéstico positivo para outras doengas como babesiose (n = 10), erliquiose (n
= 11), leishmaniose tegumentar (n = 10) e tripanossomiase canina (n = 10), Lci6 e
Lci8 ndo foram reconhecidas por nenhum dos soros analisados, Lci10 foi
reconhecida por apenas 1 dos 41 soros, Lci13 foi reconhecida por 3 dos 41 soros,
Lci3 e Lci7 foram reconhecidas por 4 dos 41 soros cada uma, seguida pela Lci11
que foi reconhecida por 5 dos 41 soros. Lci2B e Lci12 foram reconhecidas,
individualmente, por 6 dos 41 soros e Lci4 e Lci5 foram reconhecidas por 7 dos 41
soros avaliados. Lci1A foi a proteina recombinante com maior reconhecimento por
este grupo de soros, sendo reconhecida por 8 dos 41 soros analisados. Quando foi
realizada andlise combinatdéria dos antigenos recombinantes, eles foram

reconhecidos por 15 dos 41 soros utilizados no ensaio (Tabela 2).



Tabela 1 — Reatividade dos soros de caes com diferentes quadros clinicos de leishmaniose visceral aos antigenos recombinantes avaliados por
MAPIA

Assintomatico 1 1 1 1 _ - _ - - - - - 1

(n=2)
Oligossintomatico 10 11 4 5 5 1 3 2 2 4 5 2 14

(n=15)
Polissirltomético 16 17 4 7 7 - 5 1 1 4 8 1 20

(n=22)
R 27 29 9 13 12 1 8 3 3 8 13 B 34

(69%) (74%) (23%) (33%) (31%) (3%) (21%) (8%) 8%) (21%) (33%)  (8%) (87%)

Tabela 2 - Reatividade dos soros de caes com outras infecgdes e cdes nao infectados por L. infantum aos antigenos recombinantes avaliados por
MAPIA

Negativo (n=40) - 1 2 2 2 1 3 1 2 2 4 3 6
Babesia (n=10) 1 2 3 3 3 - 1 - 1 3 2 2 4
Erliquia (n=11) - - - 1 1 - 1 - - 1 1 1 2
Tegumentar (n=10) 6 3 - 2 2 - 1 - - - - - 6
Tripanossoma (10) 1 1 1 1 1 - 1 - - 1 3 - 3
Total (n=81) 8 7 7 11 9 1 7 1 3 7 10 6 21

(90%) (91%) (91%) (86%) (89%) (99%) (91%) (99%) (96%) (91%) (88%) (983%) (74%)

43
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Foi realizada analise combinatdria entre a proteina recombinante melhor
reconhecida pelos soros e as demais proteinas recombinantes em ordem
decrescente de acuracia, com o objetivo de identificar o conjunto de antigenos
recombinantes capaz de ser detectado pela maioria dos soros de caes com
leishmaniose visceral canina utilizados no ensaio. A analise combinada das
proteinas mostrou que as proteinas Lci1A e a Lci2B foram as que apresentaram
melhor desempenho, com sensibilidade de 77% e especificidade de 88%. Quando
acrescentada a Lci8 a essas duas proteinas, foi observado aumento da
sensibilidade, passando para 79%. Ao analisarmos uma combinagdo de cinco
proteinas, as trés supracitadas somadas as proteinas Lci12 e Lci4 ou Lci5 a

sensibilidade aumentou para 87% (p= 0,54) (Tabela 3).

Para avaliar a concordancia entre as leituras realizadas pelos leitores, foi
utilizado o indice Kappa. As proteinas recombinantes Lci1A e Lci2B, foram os
antigenos que obtiveram melhor concordancia entre os leitores, apresentando
valores de 0,9797 e 0,9206, respectivamente. Em seguida, os antigenos
recombinantes que apresentaram maior indice de concordancia foram: Lci8, Lci10,
Lci7, Lci11, Lci13 e Lci6, em ordem decrescente. As proteinas Lci5 e Lci4, foram os
antigenos recombinantes que obtiveram menor indice de concordancia entre os

leitores (Tabela 4).
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Tabela 3 - Analise combinatdria realizada entre a sensibilidade e especificidade das proteinas

recombinantes avaliadas no MAPIA.

Combinagoes (n=120) Sensibilidade (%) Especificidade (%)
12 proteinas juntas 34/39 (87) 60/81 (74)
Lci1A 27/39 (69) 73/81 (90)
Lci2B 29/39 (74) 75/81 (93)
Lci1A e Lci2B 30/39 (77) 71/81 (88)
Lci1A, Lci2B e Lci8 31/39 (79) 70/81 (86)
Lci1A, Lci2B e Lci12 32/39 (82) 67/81 (83)
Lci1A, Lci2B, Lci8 e Lci3 32/39 (82) 68/81 (84)
Lci1A, Lci2B, Lci8 e Lci10 32/39 (82) 69/81 (85)
Lci1A, Lci2B, Lci8 e Lci11 32/39 (82) 67/81 (83)
Lci1A, Lci2B, Lci8 e Lci12 33/39 (85) 67/81 (83)
Lci1A, Lci2B, Lci8, Lci3 e Lci12 33/39 (85) 62/81 (77)
Lci1A, Lci2B, Lci8, Lci11 e Lci12 33/39 (85) 62/81 (77)
Lci1A, Lci2B, Lci8, Lci12 e Lci4 34/39 (87) 62/81 (77)
Lci1A, Lci2B, Lci8, Lci12 e Lci5 34/39 (87) 62/81 (77)
Lci1A, Lci2B, Lci8, Lci10 (ou Lci3 ou Lci11), Lci12 e Lci4 (ou Lci5) 34/39 (87) 62/81 (77)




Tabela 4 - indice Kappa de concordancia entre as leituras realizadas por diferentes observadores dos resultados do MAPIA.
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Lci1A Lci2B Lci3 Lci4 Lci5 Lci6 Lci7 Lci8 Lci10 Lci11 Lci12 Lci13
Observador 1 36 37 15 23 22 2 15 4 6 15 23 9
Observador 2 34 36 18 48 46 4 20 6 9 20 36 5
Kappa 0,980 0,921 0,640 0,504 0,531 0,659 0,767 0,792 0,787 0,767 0,624 0,714
Tabela 5 — Analise estatistica da sensibilidade das proteinas recombinantes avaliadas no MAPIA, utilizando o teste exato de Fischer.
Proteina Lci2B Lci4 Lci5 Lci12 LcilA e Lci1A, Lci2B e Lci8 Lci1A, Lci2B, Lci8 e Combi A* Combi B?
(74%) (33%) (31%) (33%) Lci2B (77%) (79%) Lci12 (83%) (87%) (87%)
ety oo 0,80 0,003* 0,0014* 0,003* 0,61 0,44 0,29 0,098 0,098
(69%) 18 ’ ’ 3 ’ ) ) ) 9 ,09
Lci2B * * *
(74%) 0,0003 0,0001 0,0003 1 0,79 0,58 0,25 0,25
e 1 1 0,0002* 0,0001* 0,0001* 0,0001* 0,0001*
(33%) £l ) 3y ) £
Lci5 1 0,0001* 0,0001* 0,0001* 0,0001* 0,0001*
(31%) ’ ’ ’ ’ ’
Lci12 * * * * *
(33%) 0,0002 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001
Lci1A e Lci2B
(77%) 1 0,78 0,38 0,38
Lci1A, Lci2B e Lci8
(79%) 1 0,54 0,54
Lci1A, Lci2B, Lci8 e 075 0,75

Lci12 (83%)

Combi A’
(87%)

'CombiA = (Lci1A, Lci2B, Lci8, Lci12 e Lci4); 2CombiB = (Lci1A, Lci2B, Lci8, Lci12 e Lci5); *Diferencga significativa
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5. Discussao

Em resumo, o presente estudo objetivou a selegaol/identificagcdo de um
conjunto de antigenos de L. infantum para serem utilizados na rotina do diagnéstico
de leishmaniose visceral canina em laboratérios de saude publica. Desta maneira
foram utilizados para essa triagem 12 antigenos recombinantes de L. infantum,
empregando a técnica de MAPIA. Esta ferramenta evidenciou que ha dois antigenos

recombinantes (Lci1A e Lci2B) com um alto potencial para o uso diagndstico.

Recentemente, um novo teste diagndstico imunocromatografico que utiliza o
antigeno recombinante (rK39) vém sendo utilizado em alguns paises do mundo
(OTRANTO et al., 2005; RITMEIJER et al, 2006; OZERDEM et al, 2009).
Adicionalmente, o teste imunocromatografico rapido DPP-LVC® é recomendado pelo
Ministério da Saude no Brasil como teste de triagem para o diagndstico da
leishmaniose visceral canina. O DPP-LVC® é composto pelo antigeno recombinante
quimérico rK28, formado por fragmentos das proteinas recombinantes de
Leishmania donovani K9/K26/K39 (Ministério da Saude, 2011). Recentemente,
Grimaldi e colaboradores (2012) demostraram que apesar do antigeno recombinante
utilizado no teste imunocromatografico ter uma especificidade de aproximadamente
96% e sensibilidade de cerca de 98% para soros de caes sintomaticos, a
sensibilidade para o diagnéstico em soros de caes assintomaticos foi de apenas
47%. Como na populagdo canina em area endémica para LVC, ha uma parcela de
animais assintomaticos, parte dos caes infectados por L. infantum podem nao ser
detectados em inquéritos soroldgicos realizados. Este fator pode contribuir para a
manutencgao do ciclo do parasito nestas regides, reduzindo a eficacia das medidas
de controle da doenca no local. Soares e colaboradores (2011) evidenciaram a
ocorréncia de transmissao da Leishmania para o inseto vetor, mesmo quando o cao
€ assintomatico, perpetuando o ciclo do parasito. Portanto, a utilizacdo de novos
antigenos recombinantes para o diagndstico da leishmaniose visceral canina, torna-
se fundamental para ampliar a detecgao de animais até entdo diagnosticados como

falso-negativos, aumentando assim a acuracia dos testes aplicados pelo Ministério.
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No presente estudo utilizando o MAPIA, seis antigenos recombinantes (Lci1A
e Lci2B, Lci4, Lci5, Lci8 e Lci12) foram reconhecidos pela maior parte dos soros.
Nesta etapa de triagem, dois destes antigenos, Lci1A e Lci2B, apresentaram maior
sensibilidade. Estes dados estdo consonantes com o estudo realizado por Oliveira e
colaboradores (2011), onde as proteinas recombinantes Lci1A, Lci2B, Lci3, Lci4 e
Lci5, foram avaliadas, por ELISA, frente a soros de cdes com leishmaniose visceral
canina. A Lci1A apresentou sensibilidade de 72,2% e especificidade de 93,8%, a
Lci2B apresentou sensibilidade de 97,2% e especificidade de 97,3%, a Lci3A
apresentou sensibilidade de 36,4% e especificidade de 96,5%, a Lci4 apresentou
sensibilidade de 81,8% e especificidade de 93,9% e a Lci5 apresentou sensibilidade
de 86,4% e especificidade de 90,4%. Adicionalmente, De Souza e colaboradores
(2012) mostraram a eficacia de dois dos 12 antigenos recombinantes, Lci1A e Lci2B,
utiizando ELISA para o diagnodstico da leishmaniose visceral canina. Eles
observaram sensibilidade de 96% e especificidade de 92% para Lci1A e
sensibilidade de 100% e especificidade de 95% para Lci2B.

No estudo realizado por De Souza e colaboradores (2012) nao foram
observadas reacdes cruzadas com soros de caes com Babesia canis e Ehrlichia
canis. No entanto, foi detectada reatividade cruzada com soros de caes infectados
com L. braziliensis, agente etiolégico da leishmaniose tegumentar. Esses dados sao
consonantes com os encontrados no presente estudo, tendo os antigenos Lci1A e
Lci2B apresentado baixa reatividade frente aos soros de animais com babesiose,
erliquiose e tripanossomiase canina, mas sendo reconhecidos por 60% e 30% dos
soros de animais infectados por L. braziliensis, respectivamente. Esse percentual de
reconhecimento encontrado nos dois estudos, pode ser devido ao fato de ambos os
parasitos pertencerem ao mesmo género. Assim, ha a possibilidade de homologia

entre as proteinas dessas espécies, levando as mesmas a serem detectadas.

Os achados em conjunto de sensibilidade e especificidade reforgam a
potencialidade desses novos antigenos em serem utilizados em um teste para
diagnéstico da leishmaniose visceral canina. No entanto, devido a baixa
especificidade apresentada pelos antigenos, € necessaria a otimizagcao destes
mantendo os epitopos dominantes que nao apresentem reacdes cruzadas com
outros patdégenos e removendo de sua estrutura regides que reduzam sua

especificidade. Essas alteragdes tendem a melhorar o desempenho destas proteinas
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recombinantes e consequentemente do teste diagndstico que sera desenvolvido.
Uma outra possibilidade é o desenvolvimento de proteinas recombinantes
quiméricas com os epitopos selecionados dos antigenos triados pelo MAPIA.
Pattabhi e colaboradores (2010) realizaram um estudo com as proteinas
recombinantes rK9, rK26 e rK39, comparando com a proteina recombinante
fusionada a partir dessas trés, rK28, e evidenciaram um aumento de sensibilidade
desta ultima quando comparada com as anteriores. Esse resultado, sugere que as
proteinas utilizadas no presente estudo possam ser também otimizadas a partir da
construcdo de um antigeno quimeérico, podendo elevar o seu potencial para o

diagnostico da leishmaniose visceral canina.

E importante chamar a atencdo que nenhuma das proteinas utilizadas no
ensaio de triagem foram individualmente identificadas por 100% dos soros. Esse
dado reforca a necessidade de se produzir um teste diagndstico composto por
multiplos antigenos. Em um estudo anterior, Teixeira e colaboradores (2007)
demonstraram que antigenos recombinantes quando utilizados conjuntamente
podem levar ao aumento da sensibilidade e especificidade de um teste diagnéstico,
pois diferentes individuos quando infectados por um mesmo parasita, podem
apresentar perfis de respostas imunoldgicas distintas. Assim, uma combinagao de
mais de um antigeno em um mesmo teste diagndstico pode aumentar a detecgéo de
animais. Quando empregado em politicas de saude publica, um teste diagndstico
com multiplos antigenos pode ser bastante vantajoso (TEIXEIRA et al., 2007). Os
resultados aqui apresentados mostraram que as proteinas recombinantes Lci1A e
Lci2B, foram os antigenos recombinantes que, individualmente, obtiveram melhor
reconhecimento pelos soros dos animais infectados por Leishmania. No entanto, as
proteinas recombinantes Lci4, Lci5, Lci8 e Lci12, avaliadas no presente estudo,
foram reconhecidas por soros de animais infectados que nao foram identificados
pelas Lci1A e Lci2B. Assim, na analise combinatdria realizada, a utilizagdo conjunta
de cinco proteinas CombiA (Lci1A, Lci2B, Lci8, Lci12 e Lci4) ou CombiB (Lci1A,
Lci2B, Lci8, Lci12 e Lci5) foram responsaveis pelo reconhecimento maximo pelos
soros de caes infectados no ensaio realizado (Tabela 6). As analises combinatérias
de CombiA e CombiB demonstraram um aumento na sensibilidade do ensaio
quando comparadas a utilizacdo de Lci1A e Lci2B individualmente, Lci1A e Lci2B

juntas, Lci1A, Lci2B e Lci8 juntas ou Lci1A, Lci2B, Lci8 e Lci12 juntas. Apesar
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dessas avaliagdes nao apresentarem diferengas significativas, utilizando o MAPIA,
as diferencas de positividade tem relevancia biolégica, pois resultariam em um maior
numero de cées sendo diagnosticados. Além disso o MAPIA é um método utilizado
para triagem dos antigenos com potencial para utilizagdo em um teste diagndéstico, é
possivel que utilizando os antigenos selecionados em um teste diagndstico robusto
como o DPP® contra um maior numero de soros as diferencas estatisticas possam
ser identificadas. Estudos empregando estes antigenos selecionados no formato
DPP em diferentes concentracbes, com diferentes tampdes deverao ser realizados,

para avaliar a sensibilidade e especificidade de um teste desenvolvido a partir deles.

Estudos desenvolvidos demonstraram a aplicabilidade do MAPIA como
ferramenta de triagem de antigenos recombinantes a serem utilizados em testes
diagnésticos (Lyashchenko et al. 2000; Greenwald et al. 2003; Lyashchenko et al.
2006; Lyashchenko et al. 2007a; Lyashchenko et al. 2007b; Lyashchenko et al.
2008; Fenton et al. 2010; Handali et al. 2010; Ireton et al. 2010; Veerasami et al.
2012). Alguns destes estudos demonstraram o aumento da sensibilidade das
deteccbes sorologicas com a utilizagdo de mais de um antigeno (Lyashchenko et al.
2007b; Handali et al. 2010; Ireton et al. 2010). Assim, uma melhor forma de
combinar antigenos para detecgédo pode ser o modelo multi-antigenos, pois manteria
a sensibilidade de cada antigeno individualmente, como o modelo proposto pelo
presente trabalho. Adicionalmente, estudos desenvolvidos confirmaram a eficiéncia
do MAPIA como modelo de triagem, demonstraram a celeridade em transpor os
antigenos de um modelo de triagem para um modelo de teste diagndstico de uso
final. Além da brevidade da mudanca entre os modelos, outro ponto que vale
ressaltar € o aumento de performance obtido pelo modelo de uso final, obtendo
ganho de sensibilidade em relagdo a triagem dos antigenos realizada no MAPIA
(Lyashchenko et al. 2003; Lyashchenko et al. 2007b). Assim, é de se esperar que 0s
antigenos recombinantes aqui estudados venham a obter resultados melhores em

um modelo multi-antigeno.

Uma limitagcao encontrada no estudo se deve ao fato da utilizacido de poucos
soros de animais positivos para leishmaniose visceral canina e classificados como
assintomaticos. A utilizacido de poucos soros de animais assintomaticos ocorreu
devido a dificuldade de encontrar este grupo de animais, nas areas endémicas

avaliadas, livres de doengas hemoparasitarias como babesiose e erliquiose. Os
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parasitas que causam estas doengas coexistem com a Leishmania nas regides onde
foram realizadas as coletas de soros, e quando foi detectada infeccdo por estes
hemoparasitas os soros ndo foram utilizados no ensaio do MAPIA. Além disso, outro
fator relevante foi o rigor utilizado na identificagdo dos sinais clinicos presentes nos
animais. Pois, a presenga de qualquer sinal clinico, independente da sua
intensidade, foi determinante para classificagdo do animal como sintomatico. Novos
estudos epidemiolégicos vém sendo desenvolvidos em nosso laboratério. Desta
forma, novos soros obtidos de animais assintomaticos, provenientes destes novos
estudos, poderdo ser incluidos na soroteca. Além disso, na tentativa de sanar esta
limitacdo, colaboragdes com outros pesquisadores vém sendo estabelecidas na
tentativa da obtencédo de mais soros de animais positivos para leishmaniose visceral

canina classificados como assintomaticos.
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6. Conclusdo

Seis proteinas recombinantes de L. infantum, dentre as dozes avaliadas
foram selecionadas utilizando MAPIA. Estas proteinas deverao ser avaliadas no

teste imunodiagndstico no formato DPP multi-antigenos.
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Resumo

As leishmanioses sao antropozoonoses causadas por diferentes protozoarios
do género Leishmania. O cdo é o principal reservatério dos centros urbanos. No
Brasil, as medidas de controle da leishmaniose visceral (LV) recomendado pelo
Ministério da Saude, sado focados principalmente na eutanasia dos caes
soropositivos para LV detectados pelo DPP®-LVC e confirmados pelo ELISA.
Trabalhos demonstram que o DPP®-LVC ndo é capaz de detectar uma parcela da
populacdo de caes, devido a sua baixa sensibilidade em caes assintomaticos o que
pode contribuir para a perpetuacdo da doenca nestas areas. A nossa hipétese é que
um conjunto de antigenos recombinante de L. infantum selecionados por MAPIA,
sera reconhecido pela maioria dos soros de caes com leishmaniose visceral canina
(LVC). O objetivo do estudo foi identificar o conjunto dos antigenos recombinantes
de L. infantum quanto ao reconhecimento por soros de caes infectados para compor
o teste imunodiagnéstico para LVC. Doze proteinas recombinantes (Lci1A, Lci2B,
Lci3, Lci4, Lci5, Lci6, Lci7, Lci8, Lci10, Lci11, Lci12, Lci13) estudadas neste trabalho
foram analisadas utilizando o ensaio de triagem dos antigenos MAPIA (Multi-Antigen
Print ImmunoAssay). Foram utilizados nessa triagem soros caninos positivos para
LVC (n = 39), soros de caes com leishmaniose tegumentar (n = 10), tripanossomiase
canina (n = 10), babesiose (n = 10), erliquiose (n = 11) e soros de animais negativos
(n = 40). Os testes foram lidos por dois observadores de maneira independente e a
concordancia entre as leituras visuais foi avaliada utilizando o indice Kappa. O teste
exato de Fisher foi empregado para avaliar as diferengas estatisticas entre o indice
de positividade das proteinas estudadas. As proteinas Lci1A e Lci2B foram
reconhecidas por 74% e 69% dos soros, respectivamente. As Lci4 (33%), Lci5 (31%)
e Lci12 (33%) também obtiveram um bom grau de reconhecimento pelos anticorpos
presentes no soro. Lci8, apesar de ter sido reconhecida por poucos soros (8%), foi
identificada por um soro, que nao identificou nenhum outro antigeno. Analises
combinatdrias foram realizadas para identificar o conjunto de proteinas ideal para
compor o teste imunodiagnéstico. Foram identificadas duas combinagdes compostas
por cinco antigenos, Lci1A, Lci2B, Lci8, Lci12, Lci4 e Lci1A, Lci2B, Lci8, Lci12, Lci5,
que apresentaram maior sensibilidade. Quando comparado com a combinagdo de
Lci1A e Lci2B o reconhecimento dos dois conjuntos de 5 proteinas aumentou de

77% para 87% (p= 0,098). Apesar desse achado,com o teste de triagem MAPIA foi
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possivel selecionar dois conjuntos de cinco proteinas recombinantes de L. infantum
que mostraram potencial para compor um teste imunodiagndstico no formato DPP

multi-antigenos.

Abstract

Leishmaniasis are antropozoonoses caused by different protozoa of the genus
Leishmania. The dog is the main reservoir of urban centers and the sandfly is the
vector responsible for transmission. In Brazil, according to the recommendations of
the Ministry of Health, leishmaniasis seropositive dogs should be euthanized. The
diagnosis is made by the DPP®-CVL and ELISA. Studies shown that DPP®-CVL is
not able to detect portion of the dog population, which may contribute to the
perpetuation of the disease in these areas. Twelve recombinant proteins (Lci1A,
Lci2B, Lci3, Lci4, Lci5, Lci6, Lci7, Lci8, Lci10, Lci11, Lci12, Lci13) studied in this work
were analyzed using the screening assay MAPIA (Multi-Antigen Print Immunoassay).
Our hypothesis is that using MAPIA, you can select from these 12 recombinant
proteins of L. infantum, that is recognized by the majority of sera from dogs infected
for composing an immunodiagnostic test for canine visceral leishmaniasis (CVL). The
goal was identify the set of recombinant antigens of L. infantum as the recognition by
sera from infected dogs to compose the immunodiagnostic test for CVL. We used
this canine serum screening positive for CVL (n = 39), sera from dogs with
leishmaniasis (n = 10), canine trypanosomiasis (n = 10), babesiosis (n = 10),
ehrlichiosis (n = 11) and serum negative animals (n = 40). The tests were read by
two observers independently and agreement between visual readings was assessed
using the Kappa index. The Fisher exact test was used to evaluate statistical
differences between the positivity rate of the proteins studied. The proteins and Lci1A
and Lci2B were recognized by 74% and 69%, respectively. The Lci4 (33%), Lci5
(31%) and Lci12 (33%) achieved a good degree of recognition by antibodies present
in serum. The Lci8 (8%), although it has been recognized by few sera, was identified
by serum, which did not identify any other antigen. Sera from dogs with leishmaniasis
were most likely reacted with the recombinant proteins, this may be due to the fact
that phylogenetic proximity between the species. Combinatorial analyzes were

performed to identify the optimal set of proteins for composing the immunodiagnosis.
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We identified two combinations composed of five antigens, Lci1A, Lci2B, Lci8, Lci12,
and Lci4 Lci1A, Lci2B, Lci8, Lci12, Lci5 capable of being recognized by serums.
When compared with the combination of Lci1A + Lci2B recognition of two sets of five
proteins increased from 77% to 87% (p = 0.098). Despite this finding did not reach
statistical significance, points us to evaluate the possibility of two sets in an
immunoassay format of the final test (DPP). In summary, using the screening test
MAPIA was possible to select two sets of five recombinant proteins of L. infantum
showed that potential immunodiagnostic test to compose a multi-format DPP

antigens.

1. Introducgao

No novo mundo, o agente da leishmaniose visceral (LV) é a Leishmania
infantum, sendo o cao o principal reservatério da doenga nos centros urbanos. A
doenga no cao geralmente é caracterizada por alteragées nos faneros, tais como,
onicogrifose, alopecia, Uulceras e dermatites podendo também causar
emagrecimento, anorexia, apatia, disfungdes oculares e motoras, além de acometer
orgaos internos, como baco, figado e linfonodos, podendo levar o animal a ébito
(ALVAR et al., 2004). Eesses sinais sdo comumente encontrados em outras
doengas infecciosas em caes, logo sinais clinicos ndo séo suficientes para o

diagnéstico da leishmaniose visceral canina (LVC).

No Brasil, as técnicas empregadas pelo Ministério da Saude no diagndstico
da LVC em inquéritos soroldgicos sao o teste rapido imunocromatografico Dual-Path
Plataform® (DPP®) para LVC, como teste de triagem e o ensaio imunoenzimatico

ELISA como confirmatério (21).

O DPP®-LVC detecta anticorpos contra a proteina rK28. Esse teste apresenta
alta sensibilidade para o diagnéstico de caes sintomaticos, entretanto baixa
sensibilidade para detecgédo de caes assintomaticos (GRIMALDI et al., 2012). Esta
falha compromete o controle da LV pois os caes assintomaticos ndo detectados
podem contribuir para a perpetuacao da doenga (MICHALSKY et al., 2007; SOARES
et al., 2011). Esses dados evidenciam a necessidade da implementacéo de novos
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testes mais fidedignos que ajudem os programas de saude publica a serem mais

efetivos no diagndstico da LVC.

Diversas estratégias vém sendo empregadas para identificar novas proteinas
recombinantes, que elevem a eficiéncia de testes para o diagnostico de doencas,
(TEIXEIRA et al., 2007; WANG et al., 2011) como o multi-antigen print imunoassay
(MAPIA) que consiste em um imunoensaio utilizado para triagem dos antigenos
recombinantes no desenvolvimento de novos testes imunodiagndsticos
(LYASHCHENKO et al., 2000). Esta metodologia apresenta a vantagem na triagem
dos antigenos por ser uma plataforma que se aproxima dos testes rapidos
imunocromatograficos que estdo sendo implantados pelo Ministério da Saude do

Brasil, além disso é mais rapido.

Estudos tem demonstrado que diferentes individuos, quando infectados por
um mesmo parasito, podem produzir diferentes anticorpos contra um mesmo
conjunto de antigenos. Assim, a utilizagdo de mais de um antigeno recombinante
pode ser mais eficiente na detecgao de caes com LVC, quando comparados a um
teste com somente um antigeno (TEIXEIRA et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2011).

Doze antigenos recombinantes de L. infantum (Lci1A, Lci2B, Lci3, Lci4, Lci5,
Lci6, Lci7, Lci8, Lci10, Lci11, Lci12 e Lci13) (Tabela 1) foram selecionados a partir
de biblioteca genémica de promastigotas e de biblioteca de cDNA de amastigotas de

L. infantum (TEIXEIRA et al., 2007) para serem utilizados no diagnéstico para LVC.

Nossa hipotese € que um conjunto de antigenos recombinante de L. infantum
selecionados por MAPIA, sera reconhecido pela maioria dos soros de caes com
LVC. O objetivo deste estudo foi identificar o conjunto dos antigenos recombinantes
de L. infantum quanto ao reconhecimento por soros de caes infectados para compor
o teste imunodiagnodstico para leishmaniose visceral canina. Esses antigenos
recombinantes foram produzidos em nosso laboratério e, no presente estudo,
utilizados para serem avaliados quanto ao potencial para compor um teste

imunodiagndstico para LVC.
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2. Metodologia

2.1. Antigenos recombinantes

Doze antigenos recombinantes de L. infantum (Tabela 1) foram avaliados no
MAPIA. Bactérias Escherichia coli BL21(DE3)pLysS (Invitrogen, Carlsbad, California,
EUA) foram transformadas com plasmideos pRSET (Invitrogen) contendo a
sequéncia génica de interesse dos antigenos recombinantes de L. infantum. Essas
bactérias foram cultivadas em meio Luria-Bertani (LB) e induzidas por isopropil-3-D
tiogalactopiranosidio (IPTG, Invitrogen) para produgéo proteica. Apos o processo de
producao, o meio de cultivo das bactérias foi centrifugado para a retirada do meio LB
e o sedimento bacteriano foi congelado imediatamente a -20°C. Amostras de cultivos
bacterianos foram colhidas no inicio e no fim da producado, foram submetidas a
centrifugacao para descarte do meio, ressuspendidas em tampado Laemmli
(LAEMMLI, 1970) e aquecidas a 95°C em banho maria por 5 minutos, para provocar
a lise da bactéria, desnaturacdo e reducdo das proteinas. Posteriormente, esse
produto foi submetido a eletroforese em gel de poliacrilamida 10%-15% (SDS-
PAGE) que quando corado com azul de Coomassie permitiu a confirmagédo da

expressao proteica.

A purificagdo das proteinas recombinantes foi realizada em Bio-
Manguinhos/LATED, utilizando cromatografia de afinidade, em colunas de niquel-
sefarose PD-10 Desalting Workmate (Amersham Pharmacia Biotech AB, Sweden).
Para purificacdo o sedimento bacteriano foi ressuspendido na razdo de 3 ml de
tampéao de ligagcao (Na2HPO4 a 20 mM, NaCl a 500 mM e imidazol a 20 mM, pH 7,4)
para cada 1 g de sedimento com auxilio de um agitador vortex. Em seguida, para
digerir a parede bacteriana, foi adicionada lisozima (Sigma-Aldrich, St. Louis,
Missouri, EUA) na concentracéo final de 1 mg/ml. Cada suspensao foi incubada a
temperatura ambiente por 20 minutos, sob agitacdo constante. Posteriormente,
visando a solubilizagdo das membranas lipidicas, para cada 1 g de sedimento, foram
acrescentados 4 mg de desoxicolato de sédio (Sigma-Aldrich) e cada suspensao foi
incubada a temperatura ambiente por 30 minutos. Com o objetivo de fragmentar o
DNA genbmico bacteriano, cada suspensao foi submetida a sonicagdo no gelo. A

sonicacao foi realizada pela aplicacdo de seis pulsos, com poténcia de 200 Watts
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cada um com duragao de 20 segundos e intervalo de 60 segundos entre cada dois
pulsos consecutivos. Cada lisado bacteriano foi centrifugado a 17.000 x g, a 4°C, por
15 minutos. O sobrenadante e o sedimento contendo a proteina recombinante
depois de solubilizados em tampao de ligacédo (20mM Na2HPO4, 150mM NacCl,
20mM imidazol, pH 8,0 e 2 M de uréia) foram filtrados em filtros de 0,22 ym e
aplicados em colunas cromatograficas de niquel-sefarose. As colunas haviam sido
previamente equilibradas com uma solugéo tampéao (20mM NazHPO4, 150mM NaCl
e 20mM imidazol, pH 8,0 e com 2 M de uréia). As colunas foram eluidas com tampao
contendo NazHPO4 (20 mM) NaCl (150 mM), imidazol (500 mM) e uréia (2 M) em pH
8,0. Durante o processo de elui¢ao, fragbes de 3 mL foram obtidas e armazenadas a
4°C e aliquotas dessas fragbes foram analisadas por SDS-PAGE. As fragdes que
continham a proteina alvo com um bom grau de pureza foram misturadas. A
concentragcdo de cada proteina recombinante foi determinada utilizando o kit DC™
Protein Assay (Bio-Rad, Califérnia, EUA), seguindo-se recomendacgbes do

fabricante.

2.2, Soros

Para avaliacdo da reatividade frente aos antigenos foram utilizados 120 soros
de caes com diferentes caracteristicas; 39 soros de animais parasitologicamente
confirmados para LVC com cultura de aspirado esplénico, 10 com diagnostico de
leishmaniose tegumentar, 10 com doenca de Chagas, 10 com babesiose € 11 com
erliquiose e 40 soros de cées negativos para estas patologias. Os soros de céaes
com LVC foram obtidos de animais com diferentes manifestagdes clinicas, 2 sao de
animais sem sinais clinicos (assintomaticos), 15 de cédes com até 3 sinais
(oligossintomaticos) e 22 com mais de 3 sinais (polissintomaticos). Estes soros
foram obtidos em coletas em regides endémicas e nao-endémicas para LVC e
fazem parte da soroteca canina estabelecida no Laboratério de Patologia e

Biointervencgao/Fiocruz-BA. Todos os soros sao armazenados em freezer -80°C.
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2.3. Ensaio imunolégico com multi-antigenos impressos
(MAPIA)

Membranas de nitrocelulose HiFlow Plus HFB24004 (Millipore,
Massachusetts, EUA) foram impregnadas (CAMAG automatic TLC sample 4) com
solugcdes de antigenos recombinantes nas seguintes concentracdes: Lci1 = 0,236
mg/mL, Lci2 = 0,222 mg/mL, Lci3 = 0,530 mg/mL, Lci6 = 0,347 mg/mL, Lci7 = 0,097
mg/mL, Lci8 = 0,125 mg/mL, Lci10= 0,139 mg/mL, Lci12 = 0,236 mg/mL, Lci4 =
0,055 mg/mL, Lci5 = 0,139 mg/mL, Lci11 = 0,055 mg/mL, Lci13 = 0,180 mg/mL, em
bandas paralelas. Foram também impregnados na membrana uma solugdo na
concentracao de 7,620 mg/mL de lisado total de L. major, a proteina recombinante
CRA&FRA (0,290 mg/mL) para detec¢cdo de anticorpos anti-Trypanossoma cruzi,
além da proteina A (0,200 mg/mL) como controle interno da reagdao. Em seguida, as
membranas foram cortadas em tiras no sentido perpendicular em relagao as linhas

impregnadas.

2.4, Analises dos resultados

A reatividade dos soros aos antigenos recombinantes foi detectada através de
observacdo visual do aparecimento de coloracdo no local correspondente a
impregnacdo de cada antigeno. Essa leitura visual das fitas do MAPIA é uma
medida qualitativa, entao para reduzir a possibilidade de erros, ela foi realizada por
dois observadores independentes. Foi realizado o calculo do indice Kappa para a
avaliagdo da concordancia entre as leituras visuais realizadas pelos dois

observadores.

Uma analise combinatéria dos resultados individuais da reatividade de cada
proteina foi realizada com o intuito de estabelecer um conjunto de antigenos
recombinantes capaz de aumentar a sensibilidade de um futuro teste diagnéstico,
numa plataforma multi-antigenos. Foi realizado o teste exato de Fisher para

evidenciar possiveis diferengas estatisticas entre a sensibilidade de cada antigeno.
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3. Resultados

3.1. Producao e purificagao das proteinas recombinantes

Foram produzidas e purificadas 12 proteinas recombinantes. A figura 1
mostra um gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) do antigeno recombinante Lci2B ao

final de sua producéao e apds sua purificagao.

3.2. Analise do MAPIA

A triagem dos antigenos recombinantes de L. infantum reconhecidos pelos
soros de caes com LVC foi realizada utilizando o MAPIA. Nesse estudo 87% dos
soros de caes com LVC foram capazes de reconhecer pelo menos uma das
proteinas recombinantes de L. infantum avaliadas. Quando analisados
individualmente, os antigenos recombinantes mais reconhecidos foram Lci2B por
74% e Lci1A por 69% dos soros, no entanto ndo houve diferenga significativa entre o
reconhecimento destas duas proteinas (P= 0,80) (Tabela 6). A propor¢cdo de soros
que reconheceram os demais antigenos foi de 33% para Lci4, 33% para Lci12, 31%
para Lci5, 23% para Lci3, 21% para Lci7, 21% para Lci11, 8% para Lci8, 8% para
Lci10, 8% para Lci13 e 3% para a Lci6 (Tabela 2).

A avaliagdo da reatividade das proteinas recombinantes frente aos soros de
cdes negativos e com outras patologias (Tabela 3) evidenciou que a Lci4 foi
identificada por 11 de 81 soros, seguido pela Lci12 identificada por 10 dos 81, Lci 5
por 9 dos 81, Lci1A por 8 dos 81 soros avaliados. Lci2B, Lci3, Lci7, e Lci11 que
foram reconhecidas por 7 de 81 soros testados. Lci13 e Lci10 foram reconhecidas
por 6 e 3 dos 81 soros, respectivamente. Enquanto que Lci8 e Lci6 s6 foram

reconhecidas por 1 dos 81 soros.

Ao realizar analise combinatéria das diferentes proteinas, a Lci1A e a Lci2B
foram aquelas que apresentaram melhores desempenhos conjuntamente, com
sensibilidade de 77% e especificidade de 90%. Quando a estes antigenos foi

acrescentada a Lci8, a sensibilidade aumentou para 79%.



273

274

275

276

277

278

279

280

281

282

283

284

285

286

287

288

289

290

201

292

293

294

295

296

297

298

299

300

301

302

70

Vérias combinagdes possiveis entre os antigenos foram avaliadas, tendo sido
detectada como as melhores, duas variagdes compostas por Lci1A, Lci2B, Lci8,
Lci12 e Lci4 ou Lci5. Estas duas possiveis combinacdes elevaram a sensibilidade
para 87% (Tabela 4).

O indice Kappa foi utilizado para avaliar a concordancia entre as leituras do
MAPIA realizadas pelos dois leitores independentes. As proteinas recombinantes
Lci1A e Lci2B foram os antigenos que obtiveram melhor concordancia entre os
observadores, apresentando valores de 0,9797 e 0,9206, respectivamente. Em
seguida os antigenos recombinantes que apresentaram maior indice de
concordancia na leitura foram: Lci8, Lci10, Lci7, Lci11, Lci13 e Lci6, em ordem
decrescente. As proteinas Lci5 e Lci4, foram os antigenos recombinantes que

obtiveram menor concordancia entre as leituras dos observadores (Tabela 5).

4. Discussao

Em resumo, o presente estudo visa a selegao/identificagcdo de um conjunto de
antigenos de L. infantum para serem utilizados em um teste diagndstico para LVC.
Desta maneira foram utilizados para a triagem utilizando a técnica do MAPIA 12
antigenos recombinantes de L. infantum previamente selecionados. Esta ferramenta
evidenciou que ha dois conjuntos de antigenos recombinantes (Lci1A, Lci2B, Lci8,
Lci12 e Lci4 ou Lci1A, Lci2B, Lci8, Lci12 e Lci5) com um alto potencial para o uso no

diagnéstico de LVC.

O MAPIA é uma ferramenta de triagem e vem sendo utilizada nos ultimos
anos para selecdo de antigenos recombinantes para diagndstico de doengas
infecciosas. Essa técnica tem se mostrado mais vantajosa que o ELISA, devido ao
melhor custo-beneficio apresentado, assim como, a obtencdo de resultados em
menor espago de tempo (LYASHCHENKO et al, 2000; LYASHCHENKO,
GREENWALD, ESFANDIARI, GREENWALD, et al., 2007). Além disso, a utilizagao
da membrana de nitrocelulose impregnada com antigenos recombinantes no MAPIA

tende a simular o desempenho destes antigenos em um teste diagnostico
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imunocromatografico rapido, como o DPP®, devido a similaridade entre os ensaios
(LYASHCHENKO et al., 2000).

Recentemente, um novo teste diagndstico imunocromatografico com a
utilizagao de antigeno recombinante (rK39) vém sendo utilizado em alguns paises do
mundo apresentando diferentes performances (OTRANTO et al., 2005; RITMEIJER
et al., 2006; OZERDEM et al., 2009). No Brasil o teste imunocromatografico rapido
DPP®-LVC tem como antigeno recombinante a proteina quimérica rK28. Esse é o
teste diagnosticado recomendado pelo Ministério da Saude atualmente para triagem
de cées para o diagnostico da LVC (Ministério da Saude, 2011). No entanto, um
estudo demostrou que apesar do DPP®-LVC apresentar especificidade de 96% e
sensibilidade de 98% para cées sintomaticos, no diagnéstico de LVC em céaes
assintomaticos a deteccéo foi de apenas 47% dos caes (GRIMALDI et al., (2012).
Assim, parte dos caes infectados por L. infantum podem nao ser detectados em
inquéritos sorolégicos realizados em regides endémicas utilizando o DPP®-LVC.
Este fator pode contribuir para a manutengdo do ciclo do parasito nestas regides,
dificultando a efetividade das medidas de controle da doenca nesses locais.
Portanto, a utilizagdo de novos antigenos recombinantes para o diagnéstico da LVC,
torna-se fundamental para ampliar a detecgdo de animais até entdo diagnosticados
como falso negativos aumentando assim a acuracia dos testes diagndsticos

aplicados pelo Ministério.

Dois antigenos recombinantes, aqui estudados, mostraram anteriormente
eficacia em ELISA para o diagnéstico da LVC, com sensibilidade de 96% e
especificidade de 92% para Lci1A e sensibilidade de 100% e especificidade de 95%
para Lci2B. Nao observando-se reacbes cruzadas com soro de animais com
babesiose ou erliquiose, além de apresentar uma baixa reatividade cruzada com L.
braziliensis (2012). Em outro estudo que avaliou a reatividade das proteinas
recombinantes Lci1A, Lci2B, Lci3, Lci4 e Lci5, frente a soros de caes infectados por
Leishmania, foi observada sensibilidade de 72% e especificidade de 94% para
Lci1A, sensibilidade de 97% e especificidade de 97% para Lci2B, Lci3 apresentou
sensibilidade de 36% e especificidade de 97%, Lci4A apresentou sensibilidade de
82% e especificidade de 94% e LciSA apresentou sensibilidade de 86% e
especificidade de 90% (2011). Esses dados sdo consonantes com os encontrados

no presente estudo, reforcando a potencialidade destes novos antigenos serem
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empregados em testes diagndsticos, evidenciando que as proteinas recombinantes
Lci1A e Lci2B sao fortes candidatas a comporem um futuro teste diagndstico para
LVC. Além dessas duas proteinas recombinantes, outras podem vir a contribuir para
o aumento da efetividade do diagnostico, como Lci4 e Lci5 que demonstraram
possuir relevancia para compor um futuro teste diagnéstico. Nenhuma das proteinas
utilizadas individualmente foi capaz de identificar 100% dos soros utilizados no
ensaio, evidenciando a possibilidade de que um teste multi-antigenos pode ser uma
alternativa para um diagnostico mais eficiente para LVC, conforme observamos nos

conjuntos de antigenos formados (Tabela 4).

Antigenos recombinantes quando utilizados conjuntamente podem aumentar
a sensibilidade e especificidade de um teste diagndstico, principalmente pelo fato de
que diferentes individuos quando infectados por um mesmo parasita, podem
apresentar perfis de respostas imunoldgicas distintas (2007). Assim, uma
combinacdo de antigenos, em um mesmo teste diagndstico, pode aumentar a

deteccao de animais soropositivos.

Os antigenos recombinantes Lci1A e Lci2B obtiveram o melhor desempenho
na triagem por MAPIA, evidenciando um alto potencial para o uso no diagndstico de
LVC. Sendo que quando associados a outros antigenos recombinantes estudados,
com a adicdo de mais trés proteinas recombinantes (Lci8, Lci12, Lci4 ou Lci5),
ocorreu aumento da sensibilidade do teste, evidenciando assim, a importancia de

um teste multi-antigeno.

Com o MAPIA foi possivel identificar dois conjuntos de cinco antigenos
recombinantes cada dentre as dozes proteinas avaliadas no teste. Estas proteinas
deverdo ter sua performance avaliada em um teste imunodiagnéstico DPP no

formato multi-antigenos para deteccéo de LVC.
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Tabela 1- Informacgdes referentes aos antigenos recombinantes produzidos e purificados

Tabela 2 — Reatividade em MAPIA dos soros selecionados de cdes com diferentes quadros clinicos
de LVC

Tabela 3 — Reatividade em MAPIA dos soros selecionados de cdes com infecgdo heterologa e

negativos
Tabela 4 — Analise combinatéria entre as proteinas recombinantes
Tabela 5 — indice de concordancia entre as leituras realizadas por diferentes avaliadores.

Tabela 6 — Tabela contendo a analise estatistica das proteinas recombinantes em relagdo a

sensibilidade encontrada no MAPIA
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Figura 1 — Imagem do resultado do MAPIA, ilustrando as tiras impregnadas com antigenos apos a
incubagdo com soros, evidenciando a presenga e auséncia de bandas. Seta 1 indica a presencga de

reatividade (presencga de banda). Seta 2 indica auséncia de reatividade (auséncia de banda).

Figura 2 — Gel SDS-PAGE 10% da expresséo proteica da E. coli BL21(DE3)pLysS com o inserto de
Lci2B durante produgéo. B — Gel SDS-PAGE 10% da expressao proteica da E. coli BL21(DE3)pLysS
sem o inserto de Lci2B. C — Gel SDS-PAGE 10% da purificagdo do antigeno Lci2B, apds separagao

cromatografica.
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Tabela 1
Proteina Fungéao da Proteina
Lci1A HSP70
Lci2B Proteina motora, N-cinesina
Lci3 Proteina hipotética
Lci4 Poli-ubiquitina
Lci5 Proteina hipotética
Lci6 Proteina associada a Microtubulo GB4
Lci7 Proteina 1 induzida por estresse STI1
Lci8 Proteina de membrana
Lci10 Proteina hipotética
Lci11 Proteina hipotética
Lci12 Proteina hipotética
Lci13 HSP70mit

81
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Tabela 2
Quadro Clinico Lci1A Lci2B Lci3 Lci4 Lci5 Lci6 Lci7 Lci8 Lci10 Lci11 Lci12 Lci13 Ll:?s
Assintomatico
(n=2) 1 1 1 1 - - - - - - - - 1
Oligossintomatico
(n=15) 10 11 4 5 5 1 3 2 2 4 5 2 14
Polissintomatico 415 47 4 7 7 - 5 1 1 4 8 1 20
(n=22)
Total (n=39) 27 29 9 13 12 1 8 3 3 8 13 3 34
(69%) (74%) (23%) (33%) (31%) (3%) (21%) (8%) 8%) (21%) (33%) (8%) (87%)




83

609Tabela 3
Soros Lci1A Lci2B Lci3 Lci4 Lci5 Lci6 Lci7 Lci8 Lci11 Lci10 Lci12 Lci13 L10?S
Negativo - 1 2 2 2 1 3 1 2 2 4 3 6
(n=40)
Babesia
(n=10) 1 2 3 3 3 - 1 - 3 1 2 2 4
Erliquia
(n=11) ; ) - 1 1 - 1 - 1 - 1 1 2
Tegumentar
(n=10) 6 3 - 2 2 - 1 - - - - - 6
Tripanossoma
(n=10) 1 1 1 1 1 - 1 - 1 - 3 - 3
Total 8 7 7 1" 9 1 7 1 7 3 10 6 21
(n=81) (90%) (91%) (91%) (86%) (89%) (99%) (91%) (99%) (91%) (96%) (88%) (93%) (74%)

610
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Combinagées (n=120)

Sensibilidade (%)

Especificidade (%)

12 proteinas juntas

Lci1

Lci2

Lci1 e Lci2

Lci1, Lci2 e Lci8

Lci1, Lci2, Lci8 e Lci10

Lci1, Lci2, Lci8 e Lci3

Lci1, Lci2, Lci8 e Lci11

Lci1, Lci2, Lci8, Lci10 e Lci12
Lci1, Lci2, Lci8, Lci3 e Lci12
Lci1, Lci2, Lci8, Lci11 e Lci12
Lci1, Lci2, Lci8, Lci12 e Lci4
Lci1, Lci2, Lci8, Lci12 e Lcib

Lci1, Lci2, Lci8, Lci10 (ou Lci3 ou Lci11), Lci12 e Lci4 (ou Lci5)

34/39 (87)
27/39 (69)
29/39 (74)
30/39 (77)
31/39 (79)
32/39 (82)
32/39 (82)
32/39 (82)
33/39 (85)
33/39 (85)
33/39 (85)
34/39 (87)
34/39 (87)

34/39 (87)

60/81 (74)
73/81 (90)
75/81 (93)
71/81 (88)
70/81 (86)
69/81 (85)
68/81 (84)
67/81 (83)
63/81 (78)
62/81 (77)
62/81 (77)
62/81 (77)
62/81 (77)

62/81 (77)
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LcitA  Lci2B Lci3 Lci4 Lci5 Lci6 Lci7 Lci8 Lci10  Lci11 Lci12  Lci13
Observador 1 36 37 15 23 22 2 15 4 6 15 23 9
Observador 2 34 36 18 48 46 4 20 6 9 20 36 5
Kappa 0,980 0,921 0,640 0,504 0,531 0,659 0,767 0,792 0,787 0,767 0,624 0,714

614
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Proteina Lci2B LcitAe Lci4 Lci5 Lci12 Combi A’ Combi B2
(74%) Lci2B (77%) (33%) (31%) (33%) (87%) (87%)
Lci1A . . .
(69%) 0,80 0,61 0,003 0,0014 0,003 0,098 0,098
Lci2B N . N
(74%) 1 0,0003 0,0001 0,0003 0,25 0,25
LcitAe
Lci2B 0,0002* 0,0001* 0,0002* 0,38 0,38
(77%)
Lci4 * *
(33%) 1 1 0,0001 0,0001
Lci5 N .
(31%) 1 0,0001 0,0001
Lci12 . .
(33%) 0,0001 0,0001
Combi A 1
(87%)

616

617

"CombiA = (Lci1A, Lci2B, Lci8, Lci12 e Lci4); 2CombiB = (Lci1A, Lci2B, Lci8, Lci12 e Lci5); *Diferencga significativa
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