ARTIGO DE REVISAO | REVIEW ARTICLE | ARTICULO DE REVISION

Diagnéstico da Leishmaniose Visceral Canina: grandes
avancos tecnolégicos e baixa aplicacdo pratica

Diagnosis of canine visceral leishmaniasis: major technological advances and few practical
applications

Diagndstico de la Leishmaniasis Visceral Canina: grandes avances tecnolégicos y baja aplicacién
prdctica

Angélica Rosa Faria Hélida Monteiro de Andrade

Departamento de Parasitologia, Instituto de Ciéncias Bioldgicas, Departamento de Parasitologia, Instituto  de Ciéncias Bioldgicas,
Universidade Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte, Minas Gerais, Universidade Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte, Minas Gerais,
Brasil Brasil

RESUMO

A leishmaniose visceral é a mais severa dentre as leishmanioses e sua forma zoonética, causada por Leishmania
(Leishmania) infantum chagasi, representa 20% do registro de casos da leishmaniose visceral humana mundial. Nas éreas
urbanas e periurbanas dos trépicos, a incidéncia dessa doenca é crescente. Uma das medidas de controle da leishmaniose
visceral adotada no Brasil é a identificacéo e eliminacdo de cées infectados, considerados os principais reservatérios da
doenca urbana. Nesse contexto, o diagnéstico confidvel nesses animais desempenha um papel fundamental no controle
da doenca. Entretanto, ainda néo se dispée de um método com sensibilidade e especificidade ideais, que forneca um
diagnéstico répido e seguro para a leishmaniose visceral canina. Neste trabalho foram revisadas as vantagens e
desvantagens dos principais métodos atualmente disponiveis para o diagnéstico canino, as perspectivas com relacéo a
novas metodologias e a novos antigenos a serem utilizados no diagnéstico da leishmaniose visceral canina e, por fim,
discutimos as dificuldades para aplicacéo prética dessas novas metodologias.

Palavras-chave: Diagnéstico; Leishmaniose Visceral Canina; Leishmania infantum chagasi.

INTRODUCAO As leishmanioses sdo classicamente divididas em
leishmaniose visceral (LV) e leishmaniose tegumentar (LT),
sendo causadas por diferentes espécies do parasito. A
infeccdo, nas diferentes formas da doencga, caracteriza-se
por parasitismo de células do sistema fagocitico
mononuclear da derme, mucosas ou visceras, como
figado, baco e medula éssea’. A LV pode ser zoondtica ou
antroponética, sendo que esta Cltima forma de
transmissGo ocorre apenas em paises onde o agente
efiolégico é Leishmania donovani como Bangladesh, India
e Nepal®. Nos paises onde a LV é zoonética, como é o caso
do Brasil, os cdes desempenham papel fundamental na
epidemiologia, sendo considerados os principais
reservatérios para a doenca humana, principalmente
devido & riqueza de formas amastigotas na pele do
animal’. A deteccdo precoce de cdes infectados é
fundamental para impedir a expanséo da doenca e é uma
prerrogativa essencial para o controle da mesma®. Como
medidas preconizadas pelo Ministério da Sadde (MS) para
o controle da LV, além da eutandsia de cdes infectados, sdo
indicadas também o controle de vetores, o diagnéstico e o
tratamento de casos humanos’.

As leishmanioses séo doencas infecciosas, causadas
por diferentes espécies de protozodrios digenéticos da
ordem Kinetoplastidae, familia Trypanosomatidae, género
Leishmania. Esse grupo de doencas é transmitido pela
picada do inseto vetor, dipteros da familia Psychodidae,
subfamilia  Phlebotominae'. Elas constituem doencas
endémicas em paises tropicais, subtropicais e temperados,
ocorrendo em 98 paises do mundo®. Segundo o indice
DALY (Disability-Adjusted Life Years), que foi desenvolvido
pela Organizacdo Mundial de Satde (OMS) para avaliar a
relevéincia de cada doenga, s@o perdidos 2 milhdes de
anos de vida devido &s leishmanioses. Esse indice reflete o
tempo perdido de vida devido a doenca debilitante ou
devido a morte prematura’. Ultimamente tem ocorrido
uma expansdo das dreas endémicas, o que acarreta
aumento no numero de casos registrados da doenca.
Considerando que em poucos paises a nofificacdo é
compulséria, estima-se que a incidéncia das leishmanioses
seja subestimada. De acordo com a OMS, estima-se que 2
milh&es de novos casos ocorram anualmente”.

O processo de eliminacdo de reservatérios infectados
requer métodos de diagnéstico confidveis. Entretanto, o
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métodos para diagndstico canino que empregam diversos
antigenos. Porém, ainda néo estd disponivel um antigeno
altamente especifico e que seja empregado com um
método de fdcil execucdo. Por essa razéo, o diagndstico
correto da LVC ainda é um desafio, apesar dos progressos
observados no desenvolvimento de vdrios métodos®.
Atualmente, realizam-se testes parasitolégicos, testes
sorolégicos e testes moleculares, cada um apresentando
os seus pontos positivos, mas também os negativos.

DIAGNOSTICO CLINICO

O diagnéstico clinico da LVC é bastante complexo.
Apesar da auséncia de sinais clinicos patognoménicos,
aqueles mais comuns sdo: alteragdes cutdneas,
linfadenomegalia local ou generalizada, perda de peso,
aumento do tamanho do baco e do figado, onicogrifose e
apatia®. A suspeita clinica é relativamente simples em caes
sinfomdticos, o que ndo representa a totalidade dos cées
soropositivos'"'?. Em torno de 60% a 80% dos cdes que
vivem em dreas endémicas podem ter contato com o
parasito e ndo desenvolver sinais clinicos da doenca, que
pode permanecer inaparente por longos periodos”.
Entretanto, & foi demonstrado que cdes infectados
assinfomdticos podem transmitir o parasito para
flebotomineos, tendo um papel ativo na transmissdo da
doenca'*'*"®. Além disso, a maioria dos sinais observados
é comum a outras patologias caninas, como por exemplo,
erliquiose e babesiose'’, e a imunossupressdo causada
pela infeccdo pode gerar infecgdes oportunistas,
dificultando ainda mais o diagnéstico clinico'®. Desta
maneira, a associacdo entre os pardmetros clinicos,
epidemioldgicos, parasitolégicos e sorolégicos faz-se
necessdria para o diagnéstico definitivo'”.

DIAGNOSTICO PARASITOLOGICO

Métodos parasitolégicos que envolvem a puncéo de
6rgdos, apesar de fornecerem a certeza da infecgéo, por
possibilitarem a visualizagéo do parasito, sdo bastante
invasivos. Estes métodos podem apresentar especificidades
que chegam a 100%; entretanto, a sensibilidade é varidvel,
uma vez que a distribuicéo tecidual ndo é homogénea™.
Formas amastigotas do parasito podem ser observadas em
biépsia de pele; aspirados de linfonodos, medula éssea e
baco; e bidpsia hepdtica. O material obtido é corado com
corantes de rotina, tais como Giemsa, Wright e Panético’.
Os aspirados de medula e linfonodos s@o os mais usados
pelos clinicos veterindrios para diagnosticar a LVC?'. Mas
esses métodos podem gerar resultados falso-negativos
devido ao baixo numero de parasitos contidos nas
amostras, especialmente em caes assinfomdticos"’.

A puncéo medular pode apresentar sensibilidades
variando entre 60 e 85%””. Entretanto, valores de
sensibilidade mais elevados (até 98%) séo alcancados
quando se utiliza aspirado do baco, mas o risco deste
procedimento é maior, requerendo profissional experiente
para realizar tal puncao™.

Ovutros métodos parasitolégicos consistem na cultura
in vitro de fragmentos de tfecidos ou aspirados e na
inoculagcdo em animais de laboratério, principalmente
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hamsters. Esses testes ndo sdo normalmente empregados
na rotina, uma vez que s@o necessdrios alguns meses para
se verificar a positividade de uma inoculacdo. Juntamente
com a andlise histopatolégica de tecidos infectados, esses
métodos carecem de sensibilidade e aplicabilidade em
campo, além de serem bastante invasivos’. A andlise
histopatolégica alcanga sensibilidade de até 40% quando
realizada em linfonodos popliteos™, enquanto a cultura de
parasitos pode apresentar sensibilidade de até 77%”.

Variantes dos métodos parasitolégicos sGo a imuno-
histoquimica e os métodos moleculares, descritos a seguir.

IMUNO-HISTOQUIMICA

A imuno-histoquimica é uma técnica de diagndstico
direto que se baseia na deteccdo do parasito em seccodes
coradas de tecidos. Em 1988, foi descrita a identificacéo
de amastigotas de L. donovani em cortes histolégicos de
pele, figado e bago de caes, dentre outros locais, pela
incubacdo com soro de cdes infectados, que atuaram
como anficorpos primdrios, e posterior revelacdo por
anticorpos secunddrios marcados com peroxidase. Essa
técnica, desde o seu desenvolvimento, forneceu resultados
consistentes no diagnéstico canino”. Todavia, a utilizacdo
de anticorpos monoclonais como anticorpos primdarios foi
posteriormente difundida, o que atribuiuv maior
reprodutibilidade ao teste, em detrimento do custo”.
Recentemente, uma técnica descrita por Tafuri e
colaboradores em 2004, utilizando soro hiperimune de
cGo naturalmente infectado com L. chagasi (como
anticorpo primdrio), fornou o teste mais aplicavel e menos
oneroso, quando comparado com os que usam anticorpos
monoclonais. A deteccdo é feita utilizando anticorpo
secunddrio biotinilado de cabra anticamundongo, e
demonstrando especificidades compativeis com aquelas
obtidas empregando-se anticorpos monoclonais™.
Analisando biépsia de pele de diferentes regides
anatébmicas, a imuno-histoquimica obteve sensibilidade
62,1%”. De maneira similar, em linfonodos popliteos, a
mesma técnica apresentou sensibilidade de 92,6%; 60% e
73,9% em caes sintomdticos, oligossinftomdticos e
assintomdticos, respectivamente”.

DIAGNOSTICO MOLECULAR

Apbs a década de 1980, foram desenvolvidas diversas
técnicas de biologia molecular para detectar e identificar
parasitos do género Leishmania, sem a necessidade de se
isolar o parasito em uma cultura®***"**. Essa vertente
molecular, conduzida, sobretudo, pela reacéo em cadeia
da polimerase (PCR), é baseada na amplificagcéo de
oligonucleotideos que formam uma sequéncia conhecida
do parasito. Este teste pode ser realizado em diferentes
amostras, tais como aspirados de medula, aspirados de
linfonodos, sangue e urina e bidpsias de pele. Isso é uma
grande vantagem, pois torna o método menos invasivo’.

A sensibilidade da PCR é bastante varidvel de acordo
com a amostra utilizada na reacéo, bem como do iniciador
empregado™. Em amostras de sangue total, apesar da
vantagem de ter uma coleta menos invasiva, a
sensibilidade mostra-se inferior aquela obtida com outros
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tecidos. Em um estudo que utilizou sangue total de caes
positivos para leishmaniose por meio da reacéo de
imunofluorescéncia indireta (RIFI) (n = 18) e iniciadores
cujo alvo foi a regido conservada do DNA do cinetoplasto
(kDNA), nenhum deles mostrou-se positivo pela PCR*.
Uma hipétese para explicar tal resultado é o baixo nomero
de parasitos presentes no sangue, o que & foi
demonstrado por outros autores™*. Resultados varidveis e
conflitantes com relagdo a sensibilidade da PCR podem ser
observados em diferentes amostras caninas. A distribuicdo
heterogénea dos parasitos em cada tecido, devido ao
tropismo da cepa e também & resposta imune local, pode
explicar tais variacées’. Quinell e colaboradores
demonstraram, num estudo longitudinal em caes
naturalmente infectados, que a sensibilidade da PCR era
mais elevada logo apés a infeccdo; posteriormente,
declinou & metade”. Além disso, hd evidéncias da
interferéncia dos grupos heme, que atuam como inibidores
da enzima Taq polimerase®™®. A pele tem sido um dos
tecidos mais utilizados e apresenta como vantagens, além
do alto parasitismo, a facilidade de obtencdo e a
distribuicio homogénea de parasitos independente da
regiGo do corpo na qual foi coletada, como j&
demonstrado™.

O método de PCR em tempo real, técnica desenvolvida
por Christian A. Heid em 1996, também pode ser
utilizado para diagnéstico da LVC. A vantagem
apresentada por esse método consiste no monitoramento
continuo da amplificacdo do DNA do parasito, o que
permite a quantificacdo parasitédria em diferentes
amostras’. Dessa maneira, a quantificacdo dos parasitos
por essa técnica pode ser usada para elucidar o status de
cées positivos para a PCR convencional, especialmente em
Greas endémicas’'. Ao contrdrio da PCR convencional, que
fornece apenas resultado qualitativo, o método de PCR em
tempo real fornece uma gama de resultados refletindo a
carga parasitéria do animal. Essa técnica permite a
quantificacéo do parasito desde um ndmero minimo de
0,03 parasitos por reacdo, o que corresponde a
aproximadamente 2 fg de DNA®. Quaresma e
colaboradores, em um estudo realizado com 217 cédes
com sorologia positiva para LVC, observaram que a carga
parasitdria ndo apresentava diferenca significativa entre
cdes sintomdticos e assintomdticos. Além disso, foi
determinado que a carga parasitéria obtida de amostras
de medula éssea foi mais elevada que aquela obtida de
amostras de sangue periférico®.

Ainvestigac@o de métodos néo invasivos tem sido uma
abordagem explorada na busca por uma coleta menos
traumdtica para os cdes envolvidos. A coleta de material
exfoliativo do epitélio conjuntival de caes para realizacéo
de PCR demonstrou ser um método bastante sensivel,
tendo sido capaz de detectar o parasito em 80% dos caes
testados™. Em outro trabalho, a sensibilidade alcancou
97% e a especificidade, 67%". Além disso, alguns grupos
pesquisam a utilizacdo de urina de caes para avaliacéo do
prognéstico da doenca. Esse tipo de amostra é utilizada
para realizacdo de PCR em tempo real” e Enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA)”. Além disso, j& foi

demonstrado o achado de DNA de Leishmania em sémen
de caes infectados™. A utilizacdo de um swab que coleta
amostras da mucosa oral canina foi avaliada,
demonstrando a presenca de DNA de Leishmania por PCR,
mas apresentando  baixa sensibilidade (15%)”. Isso
demonstra algumas perspectivas da utilizagéo de diferentes
amostras a serem utilizadas no diagnéstico da LVC.

DIAGNOSTICO SOROLOGICO

No Brasil, a eliminacGo de cdes infectados é
recomendada pelo MS como medida de controle da LV;
por isso um diagnéstico de baixo custo e alta
confiabilidade é necessdrio para a triagem desses
reservatérios. Com a infencdo de se evitar o uso de
métodos invasivos e considerando que a resposta humoral
na LVC é geralmente muito intensa, com altos niveis de
imunoglobulinas, o diagnéstico passou a ser focado em
métodos sorolégicos”'”. Assim, diversos métodos
sorolégicos foram desenvolvidos e s@o bastante utilizados
para o diagndstico canino.

A reacdo de fixacdo do complemento, atualmente em
desuso, foi bastante realizada no Brasil nas décadas de
1940 e 1950°°'. Com a demonstracdo da possibilidade
de se realizar essa reacdo em eluatos de sangue colhidos
em papel de filtro, essa técnica tornou-se largamente
difundida nesse periodo™. A ativacdo do sistema de
complemento por ligacdo antigeno-anticorpo resulta na
geracdo de complexos de ataque & membrana, capaz de
destruir membranas celulares. Havendo ligagéo dos
anticorpos anti-Leishmania a hemdécias, ocorrerd hemdlise,
o que ¢é usado para mensuracgdo (andlise qualitativa) dos
niveis de anticorpos”. Esse método pode apresentar
reacdes cruzadas com outros tripanossomatideos em fitulos
baixos, além de ser uma técnica complexa e trabalhosa.

A hemaglutinacéo, teste desenvolvido na década de
1980 por Tomizawa®™, permite a deteccdo de
imunoglobulinas  contra uma grande variedade de
parasitos, dentre eles parasitos do género Leishmania.
Esse método, também denominado por direct
agglutination test (DAT), utiliza promastigotas integras, é
simples de ser executado e apresenta baixo custo, o que o
torna ideal para uso em laboratério e em campo. Atécnica
possui grande validade intrinseca e é de fdcil execucédo;
entretanto, a padronizacdo da técnica e o controle de
qualidade do antigeno séo bastante complexos™. Muitos
pesquisadores obtém elevadas sensibilidades ao utilizar
essa técnica, mas os valores de especificidade
frequentemente sdo baixos; esses podem variar desde
58% até 72% .

Uma das desvantagens do teste de hemaglutinagéo
direta consiste no longo perfodo de incubacédo (18 h) e na
necessidade de se fazer diluicdes seriadas, o que torna o
método laborioso e demorado. O método fast
agglutination screening test (FAST) é bastante parecido
com o DAT, diferindo apenas pela maior concentracdo de
parasitos € um menor volume fotal de reacé@o. Por esse
motivo, apés uma Unica diluicdo do soro, o resultado pode
ser acessado apés 3 h°. Utilizando esse método, Schallig e
colaboradores obtiveram sensibilidade e especificidade de
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93,6% e 89%, respectivamente, em soros caninos obtidos
de diferentes paises, dentre eles Brasil e Turquia™.

Dentre os métodos imunolégicos mais utilizados
atualmente, destaca-se a RIFl, empregada a partir da
década de 19607 Este teste, que utiliza o parasito integro
como antigeno, é bastante ¢til em estudos
epidemiolégicos’. Entretanto, sua aplicacdo requer alto
nivel de habilidade, experiéncia e também equipamento
especializado e de alto custo. Além disso, as diluicoes
seriadas do soro tornam o teste laborioso e invidvel para
uma triagem com grande nimero de amostras. Sua
sensibilidade varia de 83 a 100% e sua especificidade é de
aproximadamente 80% para amostras de soro®®".
Todavia, esse método pode apresentar reacdes cruzadas
principalmente com leishmaniose tegumentar americana
(LTA) e tripanossomiase americana™. No Brasil, os tftulos
obtido na RIFI, sendo iguais ou superiores a 1:40, sdo
considerados positivos’.

O teste de ELISA ¢ bastante utilizado para triagem de
amostras para o diagnéstico de LVC. Essa técnica, que foi
desenvolvida na década de 1970%, pode ser aplicada
para um grande nUmero de amostras em curto espaco de
tempo. Além disso, pode ser adaptada para o uso com
diversos antigenos, como antigenos brutos, sintéticos ou
recombinantes®, comportando assim inesgotdveis
possibilidades de variacdo. Com a sua introducéo, testes
de maior complexidade técnica, como a reacGo de
fixacdo do complemento, por exemplo, cairam em desuso
para o diagnéstico da LV* e muitos esforcos foram e estéo
sendo concentrados na melhoria dos antigenos para

ELISA.

Recentemente, vdrios antigenos recombinantes de
Leishmania tém sido testados como ferramentas para
melhorar o diagnéstico da LVC. A proteina K39, membro
da familia das cinesinas, que é bastante conservada entre
as espécies viscerotropicas de Leishmania®, tem sido
amplamente avaliada sob a forma recombinante (rK39)
como antigeno em ELISA. Badaré e colaboradores
demonstraram a utilidade do antigeno K39 no
diagnéstico sorolégico da LVC por meio de ELISA,
detectando cdes com doenca ativa®. Scalone e
colaboradores, trabalhando com cées provenientes de
uma drea endémica no sul da ltélia, obtiveram 97,1% de
sensibilidade e 98,8% de especificidade”’.

O uso de antigenos recombinantes, de um modo geral,
aumenta a especificidade de testes diagndsticos se
comparado ao uso de antigenos brutos®. Antigenos brutos
fornecem especificidade de 87%, enquanto os antigenos
recombinantes rK26 e A2 fornecem especificidades de 90
e 96%, respectivamente, em testes de ELISA realizados em
cées”. Entretanto, dados publicados por Rosdrio e
colaboradores apresentam resultados bastante similares
para ELISA com antigeno bruto (especificidade de 100%),
os recombinantes rK26 (especificidade de 96%) e rK39
(especificidade de 100%). A limitacdo do uso de antigenos
brutos consiste na ocorréncia de reacées cruzadas com
outras doencas que frequentemente ocorrem em dreas
endémicas para LVC, o que levou & sugestdo de que a
associacdo do uso de antigenos brutos e recombinantes é
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uma estratégia interessante a ser utilizada em programas
69
de controle da doenca”.

O desempenho do teste ELISA no diagnéstico da LVC
estd relacionado ndo sé com o tipo de antigeno utilizado,
mas também com o estado clinico do cdo em teste.
Carvalho e colaboradores relataram bons resultados
utilizando o antigeno recombinante A2 com soros de caes
sinfomdticos e também registraram que a ocorréncia de
reacdo cruzada com outras patologias (rickettsiose,
ehrlichiose e tripanossomiase americana) foi
insignificante”. Mettler e colaboradores demonstraram
que o antigeno rkK39 apresentou 58% de sensibilidade em
cdes assinfomdticos e 96,7% em sintomdticos, enquanto
com o anfigeno soltvel de promastigotas ndo houve
diferenca entre sintomdticos e assinfomdticos
(sensibilidades de 100% em ambos os grupos), assim
como no feste em que foi utilizado o antigeno soltvel de
amastigotas’'.

O diagnéstico molecular pode se associar ao
diagnéstico sorolégico em um ensaio desenvolvido
recentemente por pesquisadores europeus. Nessa técnica,
a reacdo de PCR é realizada utilizando primers marcados
com biotina e digoxigenina. O produto da PCR pode ser
detectado posteriormente por um teste de ELISA, utilizando
anticorpos antidigoxigenina. A sensibilidade dessa técnica
¢ de 0,3 fg de DNA do parasito por reacéo,
correspondendo a 0.004 parasitos’”.

Na década de 1990, houve a introducdo de técnicas
cromatogrdficas no diagnéstico imunolégico, surgindo
assim a imunocromatografia para LV. Essa técnica possui
vérios pontos positivos, como a rapidez com que o
resultado é indicado, a facilidade de uso e a aplicabilidade
em campo”’. Para o diagnéstico da LVC, o antigeno rK39
foi avaliado em ensaios imunocromatograficos realizados
com amostras de cdes provenientes do Municipio de
Capitdo Enéas, Estado de Minas Gerais, apresentando
sensibilidade que variou entre 72 e 77% e especificidade
que variou entre 61 e 75%"". Outro estudo conduzido
também em Minas Gerais forneceu melhores resultados,
com sensibilidade entre 94 e 96% e especificidade de
100%, em teste realizado em 50 amostras de soro canino’.

Apesar da grande variedade de métodos diagnésticos
disponiveis, no Brasil, os testes sorolégicos ELISA e RIFI
(disponiveis em kits especificos produzidos pelo Instituto de
Tecnologia em Imunobiolégicos Bio-Manguinhos e
autorizados pelo Ministério da Agricultura, Pecudria e
Abastecimento) séo recomendados e distribuidos pelo MS
para a avaliacdo da soroprevaléncia em inquéritos
caninos. O teste ELISA é recomendado para a triagem de
cées e a RIFI para a confirmacéo dos cées reagentes ao
teste de ELISA’. O MS, por meio da Nota Técnica Conjunta
01/2011, substituiu o protocolo de diagnéstico da LVC,
sendo utilizado o DPP® como tfeste de triagem e o ELISA
como teste confirmatério. Falhas nesses resultados podem
causar a eliminacdo de um numero desconhecido de
animais ndo infectados, e, por outro lado, ndo detectar
casos positivos’®”’. Observa-se entdo que, apesar da
grande variedade de métodos disponiveis para
diagnéstico canino, ainda néo se dispée de um método
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bastante sensivel, simultaneamente especifico e de f4cil
execucdo.

PERSPECTIVAS NO DIAGNOSTICO DA LVC

Nos Ultimos anos, um nUmero crescente de estudos tem
focado na busca pelo diagnéstico mais acurado da LVC.
Alguns autores visaram o desenvolvimento de novas
técnicas de coleta de amostras ou novos métodos
diagnésticos.  Entretanto, a maioria dos estudos se
concentra na busca por novos antigenos de Leishmania.

A melhor perspectiva no campo de diagnéstico seria a
identificacdo de antigenos altamente especificos que
possam ser utilizados em testes simples de aplicacéo em
campo, dispensando o uso de equipamentos caros e de
técnicos altamente especializados, e, ainda, de baixo
custo. Apesar de parecer uma utopia, alguns fatos indicam
que conseguimos caminhar um pouco nessa direcdo: o
desenvolvimento de testes imunocromatogrdficos simples
e répidos, a evolucéo tecnolégica que contribuiu para a
identificacéo, purificacdo e/ou producdo de antigenos
especificos, bem como os projetos GENOMA e

PROTEOMA.

A tecnologia de producdo de proteinas recombinantes
tem sido bastante empregada na busca por novos
antigenos na LVC. Todoli e colaboradores produziram e
testaram as proteinas KMP-11 (kinetoplastid membrane
protein-11) e LACK (Leishmania homologue of receptors
for activated C kinase), consideradas bastante conservadas
em L. infantum. Foram obtidos valores de sensibilidade de
93% e de especificidade de 97% ao empregd-las em
ELISA”. Pinheiro e colaboradores investigaram o
desempenho da cisteina proteinase recombinante,
indicando o uso potencial desse antigeno para o
diagnéstico da LVC, pois a sensibilidade obtida foi de 98%
e especificidade de 96% em ELISA”. Com resultados
igualmente animadores, cinco novas proteinas
recombinantes de Leishmania (incluindo duas classificadas
como hipotéticas) foram empregadas em ELISA com
sensibilidades de até 97,2% e especificidades de até

97,3%".

Ovutra alternativa utilizada por diferentes pesquisadores
como metodologia para a producdo de antigenos a serem
empregados em imunodiagndstico é a sintese de
peptideos. Esses fragmentos protéicos séo desenhados a
partir das sequéncias de aminodcidos de proteinas
potencialmente antigénicas. Sendo assim, produzindo
essas regides por sintese quimica, as chances de um
peptideo conter um ou mais epitopos sdo grondesSO. Os
peptideos sintéticos oferecem grandes vantagens, pois séo
relativamente simples de serem sintetizados e sdo
geralmente mais baratos para produzir, se comparados &
producdo de uma proteina inteira®. Em geral, o uso de
peptideos sintéticos aumenta a especificidade de
imunoensaios se comparado a antigenos brutos. A técnica
de producéo desses peptideos fornece ferramentas
confidveis, reprodutiveis e econémicas na obtencdo de
antigenos para aqueles ensaios™.

Os peptideos sintéticos constituem excelentes
antigenos a serem utilizados em vdrios testes sorolégicos,
dentre eles o ELISA. Para diagnéstico das leishmanioses,
existem poucos registros da avaliacdo de peptideos
sintéticos. Fargeas e colaboradores utilizaram peptideos
sintéticos derivados da sequéncia do gene gp-63 e
verificaram que 97% das amostras de soro dos pacientes
infectados por L. donovani possuiam anticorpos
defectdveis por um ou mais peptideos”. Quijada e
colaboradores relataram a sintese de 43 peptideos
sintéticos pertencentes & proteina HSP-70, sendo um
desses peptideos reconhecido por soros de humanos
infectados por L. chagasi e ndo reconhecidos por soros de
humanos infectados por T. cruzi®. Larreta e colaboradores,
utilizando uma colecdo de 39 peptideos sintéticos que
cobre toda a sequéncia da proteina GRP94 (glucose-
regulated protein 94, membro da familia HSP83) de L.
chagasi, determinou que quatro deles foram reconhecidos
por soros humanos, caninos e de hamsters, todos com LV,

A combinacdo de diferentes antigenos em um mesmo
ensaio também é uma abordagem a ser explorada no
diagnéstico da LVC. A formagdo de um antigeno
quimérico, produzido por multiplos epitopos, demonstrou
sensibilidade e especificidade maiores que 95% quando
aplicado em ELISA*. Além disso, o uso de maultiplos
epitopos também pode ser utilizado em
imunocromatografia. Recentemente, foi avaliado o teste
DPP®, produzido pelo Instituto de Tecnologia em
Imunobiolégicos Bio-Manguinhos, que une dois antigenos
recombinantes (rK39 e rK26). Essa perspectiva bastante
promissora, entretanto, apresentou elevada sensibilidade
apenas para cdes sinfomdticos (98%), pois em

assinfomdticos ela foi baixa (47%)* .

A andlise protedmica de Leishmania tem sido muito Util
na busca por novos antigenos, nos Ultimos anos. A
utilizagéo da eletroforese bidimensional, western blot com
soros caninos e bioinformdtica permitiu a identificacéo de
mais de 40 proteinas imunogénicas e quase 50 peptideos
potencialmente Uteis no diagnéstico da LVC®. Partindo de
proteinas identificadas nesse mesmo estudo, foram
avaliados 360 diferentes epitopos para células B, sendo
possivel eleger dez antigenos de 6timo desempenho para
diagnéstico sorolégico da LVC por meio do ELISA. Os
valores de acurdacia, AUC, obtidos pela curva ROC, foram
altos, alcancando 0,902. Além disso, a porcentagem de
cées assintomdticos detectados por esses peptideos foi
bastante elevada, o que apresenta grande interesse
epidemiolégico, tendo em vista a importéncia desses cées
na cadeia de transmissdo da doenca®. Diversos outros
estudos utilizam a abordagem protedmica para selecéo de
novos antigenos, principalmente para diagndstico
humano. Forgber e colaboradores mapearam a
antigenicidade de L. donovani”™; Kumar e colaboradores
identificaram uma proteina de 37 kDa, também de L.
donovani, por meio de eletroforese bidimensional. Esse
antigeno demonstrou ser bastante especifico (97%) em
ELISA”'. Isso indica que a abordagem protedmica é uma
ferramenta promissora para a busca por novos antigenos
para diagndstico canino.
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Outra técnica que fem sido investigada para o
diagnéstico da LYC é o uso de imunossensores de quartzo
ou niquel. Alguns pesquisadores avaliaram o uso desses
sensores, que sdo capazes de realizar medicoes
ultrassensiveis ao se ligar um antigeno a esses sensores.
Dessa maneira, a ligacdo antigeno-anticorpo pode ser
mensurada mesmo acontecendo em baixos niveis’.

Recentemente, foi descoberta uma nova classe de
ligantes, bastante semelhantes a anticorpos, denominados
aptémeros. Essas estruturas sdo fragmentos de dcido
nucleicos selecionados em bibliotecas génicas por
evolugdo sistemdtica de ligantes por enriquecimento
exponencial (fecnologia SELEX), que promove a ligagdo
em moléculas alvo com elevada especificidade™.
Aptameros podem ser desenvolvidos contra diferentes
alvos, incluindo proteinas imunogénicas. Haverd ligacéo
apt@mero-proteina bastante semelhante a uma ligacdo
anticorpo-antigeno’™. Baseando-se nisso, foi produzida
uma mistura de apt@meros, que se ligam especificamente
as regides varidveis das histonas de L. infantum. Essa
mistura, quando testada em ensaios imunoenzimdticos e
em wesfern blotf, exibiu especificidade de ligacdo as
histonas, apresentando uma aplicagdo em potencial
desses aptdmeros no diagnéstico da leishmaniose
causada por L. infantum™”.

CONCLUSAO

O diagnéstico da LVC ainda enfrenta sérios desafios.
Sabe-se que um teste diagnéstico ideal deve ser de f4cil
execucdo, de baixo custo e que apresente sensibilidade e
especificidade bastante elevadas, caracteristicas possiveis
de serem encontradas em diversos estudos na literatura.
Entretanto, apesar dos avancos obtidos nessa drea e da
intensa busca por novos métodos / antigenos na pesquisa
académica, muitos testes ainda ndo passaram pela
validacéo realizada em estudos de campo. Essa falta de
dados limita o diagndstico canino a ser realizado com as
técnicas atualmente disponiveis. Portanto, a selecdo do
método a ser realizado deve ser feita sob a luz dessas
consideracoes.

As técnicas moleculares representam um grande
avanco no diagnéstico canino, principalmente devido a
sua elevada acurdcia. Entretanto, o custo dessas técnicas
ainda é elevado. Deve-se ressaltar que a reducéo de custos
ainda configura um grande desafio para a aplicacéo de
métodos diagndsticos em dreas endémicas de pafses em
desenvolvimento. Tendo em vista essa limitacéo, a maior
perspectiva consiste no desenvolvimento de novos
antigenos bastante sensiveis e especificos, que possam ser
empregados em técnicas com boa aplicabilidade em
campo.

A utilizacdo das técnicas imunocromatogréficas abriu
um novo panorama no diagndstico realizado em campo.
O MS substituiu o protocolo de diagnéstico da LVC pelo
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DPP® (imunocromatogréfico) como opcdo de triagem e o
ELISA como teste confirmatério. Entretanto, a sensibilidade
dos antigenos empregados nessas técnicas ainda deixa a
desejar, o que leva crer que o uso de novos antigenos a
serem empregados em tiras imunocromatogrdficas
apresenta uma perspectiva bastante animadora para o
desenvolvimento de testes de campo.

Apesar da enorme variedade de novos antigenos que
sGo testados com bons resultados em pesquisa, o MS
recomenda a realizacéo da triagem sorolégica por meio
de ELISA com antigeno bruto e a confirmacdo de casos
positivos por meio da RIFI. SGo considerados oficiais para
fins diagnésticos os resultados obtidos somente pelos kits
distribuidos por esse Ministério, sendo realizados por
laboratérios municipais ou estaduais. Atualmente estd
disponivel comercialmente outro teste para diagndstico
canino, que consiste em um kit de ELISA empregando uma
proteina recombinante derivada da HSP70. Mas o
resultado fornecido por esse teste ainda ndo é
reconhecido pelo MS, apesar de o kit ser registrado pelo
Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento, que
regulamenta todos os produtos a serem utilizados em
animais.

Desse modo, questiona-se: por que, apesar de termos
tantas publicacdes demonstrando a identificacéo de
antigenos com boa especificidade usados em testes com
boa sensibilidade, eles ainda ndo foram disponibilizados?
Podemos observar que hé falta de validagao desses dados.
Dessa forma, sugerimos que os esforcos devem se
concentrar na validagdo dos testes/antigenos que jé
apresentaram bons resultados em estudos conduzidos em
laboratério. A aplicacéo de um teste em estudos de campo
permite a confirmacéo de resultados obtidos em bancada,
bem como a verificacdo da necessidade de melhorias que
podem ser feitas no mesmo. O interesse de indUstrias
privadas pode trazer facilidades nessa fase, pois um
protétipo industrial j& seria testado em campo, via
transferéncia de tecnologia universidade/empresa
privada. Apds registrar o produto no Ministério da
Agricultura, Pecudria e Abastecimento, o que inclui a
producéo industrial do produto seguindo as boas préticas
de fabricacdo, deverd ser feito um acordo com o MS, com
o objetivo de implementar o teste como recomendacdo
desse 6rgdo. A distribuicdo em laboratérios publicos se
mostra necessdria principalmente quando se considera a
epidemiologia da leishmaniose visceral e sua grande
relag@o com dreas de maior pobreza.

Em suma, considerando que a eliminacéo de caes deve
se basear em um diagnéstico confidvel e que os antigenos
empregados para diagnéstico de LVC atualmente
disponiveis e recomendados pelo MS ndo apresentam a
eficdcia desejada, observa-se ainda uma grande
necessidade de validacdo de novos antigenos / testes a
serem usados na rotina, com distribuicdo em laboratérios
publicos.
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Diagnosis of canine visceral leishmaniasis: major technological advances and few
practical applications

ABSTRACT

Visceral leishmaniasis is the most severe type of leishmaniasis, and its zoonotic form, caused by Leishmania (Leishmania)
infantum chagasi, accounts for 20% of the reported cases of human leishmaniasis in the world. lts incidence rates are
increasing in urban and peri-urban tropical areas. One of the monitoring policies adopted in Brazil is the identification and
elimination of infected dogs, which are considered the main reservoir hosts of the disease in cities. Consequently, reliable
analyses and diagnoses of these animals are very important for the control of the disease. However, there is not a fast and
safe diagnostic method with optimal sensitivity and specificity rates for canine visceral leishmaniasis. This study discussed
the advantages and disadvantages of the most common methods available for the evaluation of dogs and the expectations
raised by new methods and new antigens for the diagnosis of canine visceral leishmaniasis. Finally, we reviewed the
difficulties in the practical applications of these new methodologies.

Keywords: Diagnosis; canine visceral leishmaniasis; Leishmania infantum chagasi.

Diagnéstico de la Leishmaniasis Visceral Canina: grandes avances tecnolégicos y baja
aplicacién prdctica
RESUMEN

La leishmaniasis visceral es la mdés severa entre las leishmaniasis y su forma zoonética, causada por Leishmania
(Leishmania) infantum chagasi, representa 20% del registro de casos de leishmaniasis visceral humana mundial. En las
dreas urbanas y periurbanas de los trépicos, la incidencia de esa enfermedad es creciente. Una de las medidas de control
de la leishmaniasis visceral adoptada en Brasil es la identificacién y eliminacién de perros infectados, considerados los
principales reservorios de la enfermedad urbana. En ese contexto, el diagnéstico confiable en esos animales desempena
un papel fundamental en el control de la enfermedad. Sin embargo, todavia no se dispone de un método con la
sensibilidad y especificidad ideales, que ofrezca un diagnéstico répido y seguro para la leishmaniasis visceral canina. En
este trabajo se revisaron las ventajas y desventajas de los principales métodos actualmente disponibles para el diagnéstico
canino, las perspectivas con relacién a nuevas metodologias y a nuevos antigenos a ser utilizados en el diagnéstico de la
leishmaniasis visceral canina y, por fin, discutimos las dificultades para la aplicaciéon practica de esas nuevas
metodologlas.

Palabras clave: Diagnéstico; Leishmaniose Visceral Canina; Leishmania infantum chagas.
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