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Resumo- A Leishmaniose Visceral (LV), também conhecida como Calazar € uma doenga cronica que
apresenta aspectos clinicos e epidemiol6gicos caracteristicos para cada regido onde ocorre. O calazar
canino é considerado mais importante que a doenca humana, pois a grande quantidade de animais
infectados com o parasitismo cutdneo serve como fonte de infec¢do para o inseto vetor L. longipalpis.
Apesar do diagnéstico parasitolégico ser o método de certeza, existem também testes sorolégicos que
visam detecgdo de anticorpos anti-Leishmania, principalmente IgG, porém muitos destes testes variacdes
em sensibilidade e especificidade. O presente trabalho tem como objetivo avaliar a reatividade de soros de
cées de areas endémicas e indenes a proteinas totais de Leishmania major através de ELISA e Western
Blot. Os resultados obtidos at¢é o momento, utilizando 14 soros de cades oriundos de Campos dos
Goytacazes (RJ) demonstram que os soros de dois animais apresentam reatividade a antigenos totais de
leishmania com absorbéncias acima de 0,5 em diluicdo do soro de 1:20.
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Introducéo

A Leishmaniose Visceral (LV), também
conhecida como Calazar, palavra de origem
indiana (Kala-Azar) que significa “doenca negra”,
€ uma doenca crbnica, grave, de alta letalidade
guando nao tratada, apresenta aspectos clinicos
e epidemiol6égicos caracteristicos para cada
regido onde ocorre.

Segundo a Organizacdo Mundial de saude, no
Brasil, a Leishmaniose Visceral € uma doenga
endémica, mas ocorrem surtos com alguma
frequéncia. Esta distribuida em 17 dos 27 estados
com maior incidéncia no Nordeste com 92% do
total de casos, seguido pela regido Sudeste (4%),
a regido Norte (3%), e, finalmente, a regido
Centro-Oeste (1%). Tem-se registrado em média
menos de 2000 casos por ano com uma taxa de
letalidade, que vém sendo anotadas, chegam a
10% em alguns locais. (Neves, 2005).

Cédes domésticos vém assumindo um
importante papel como elos de transmissdo da
doenga em humanos por serem reservatorios
potenciais para parasitas do género Leishmania
(GOMES; NEVES, 1998, MONTEIRO; SILVA;
COSTA, 2005). No Brasil, sob o ponto de vista
epidemiolégico, o calazar canino é considerado
mais importante que a doenca humana, pois a
grande quantidade de animais infectados com o

parasitismo cutédneo serve como fonte de infeccéo
para o inseto vetor L. longipalpis (Neves, 2005). O
desaparecimento das florestas devido a crescente
urbanizacdo préxima aos limites dos focos
naturais altera a condicdo de exposicdo do
homem e do céo ao parasito (GOMES e NEVES,
1998). O cdo vem sendo portanto apontado como
potencial hospedeiro doméstico, sendo o mais
importante reservatério natural relacionado com
casos humanos de leishmaniose (MONTEIRO et
al. 2005).

Como o calazar humano, o canino é uma
doenca sistémica com amplo aspecto de
caracteristicas clinicas. Segundo os trabalhos de
Marzzochi e cols., 1985, no Brasil, entre os cées
inoculados pelos insetos vetores, ha uma
populacdo de 40% a 60% infectada que
permanece assintomatica (citado por Neves,
2005).

No diagnéstico do calazar canino, considera-
se a origem epidemiolégica do cao e o conjunto
de sintomas apresentados. Como existe um
grande numero de animais assintomaticos e de
baixa especificidade de sintomas, o laboratério se
torna  um grande aliado. O diagndstico
parasitolégico, baseado na demonstracdo do
parasito € o método de certeza. A presenca de
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parasitos em esfregaco sanguineo é rara, porém
utilizando-se a separagéo de células nucleadas o
parasito pode ser mais bem demonstrado em
meios de cultura. H4 também testes soroldgicos
gque visam deteccdo de anticorpos anti-
Leishmania, principalmente da classe IgG. Porém
0s testes sorologicos apresentam variacBes na
sensibilidade e especificidade (Neves, 2005), o
gue demonstra a necessidade de novos trabalhos
gue visem contribuir para a busca de novos
antigenos e métodos eficientes e de rapido
diagnéstico.

O presente trabalho tem como objetivo avaliar
a reatividade de soros de caes a proteinas totais
de Leishmania major através de ELISA e Western
Blot.

Metodologia

Cultivo dos parasitas. Os parasitas da cepa
Leishmania major (LV39) foram cultivados em
meio de cultura BHI, complementado com Soro
Fetal Bovino a 10% e mantidos a 28°C.

Extracdo de proteinas totais. Culturas nas fases
exponenciais foram centrifugadas e os parasitas
lavados trés vezes por centrifugacéo a 2.000 rpm
em solucao tampao fosfato (PBS) com pH de 7.2,
por 10 minutos. O sedimento formado na
centrifugacao foi ressuspendido em 20 volumes
de PBS (4° C), contendo inibidor de protease
(aprotinina e EDTA). Feito isso foram realizados
trés ciclos de 20 segundos a 40Hz em banho de
gelo no sonicador, intercalados por congelamento
(nitrogénio liquido) e descongelamento (Banho-
maria a 37° C). O material lisado foi centrifugado
a 13,000 rpm por 15 minutos a 4°C. O
sobrenadante foi coletado e a concentracdo de
proteinas foi mensurada pelo método de
Bradford.

Ensaio de ELISA . Os soros caninos testados
foram coletados e cedidos pela Vigilancia
Epidemiolégica de Campos dos Goytacazes/RJ
em area de ocorréncia de caso autdctone de
leishmaniose tegumentar americana.

Microplacas de 96 pocos foram sensibilizadas
com 2 ng/pogco com as proteinas totais de
leishmania diluidas em tampé&o carbonato 50 mM,
pH 9.6. As placas foram incubadas a 4°C por 16
horas. Apés este periodo, os micropogos foram
lavados duas vezes com solucdo de lavagem
contendo 0,15M NaCl e Tween 20 0,05% e os
sitios livres blogueados com 1% de leite
desnatado diluido em 1x PBS Tween 20 0,05%
durante 1 hora a 37°C. Os pogos foram
novamente lavados por duas vezes e incubados
por 2 horas a 37°C contendo 100 ulL/pogo de
soros caninos diluidos em leite desnatado 0,2%
preparado em PBS 1X Tween 20 0,05% em
duplicada em diluicho seriada na base dois
iniciada em 1:10.
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Os pocos foram, novamente lavados duas
vezes e incubados por 1 hora a 37°C com 100
puL/poco de proteina A conjugado a peroxidase
(Sigma) segundo proposto por Lima e
colaboradores (2005) na diluicdo de 1:10.000,
preparados em PBS 1X Tween 20 0,05%
contendo leite desnatado a 0,2% Apdés a
incubagdo os micropogos foram lavados 4 vezes
com a mesma solucdo descrita acima e
incubados por 30 minutos, em ambiente escuro,
com 100uL de tampéo citrato 0,1 M, pH 5.0,
contendo o cromdgeno ABTS na concentragdo de
0,4 mg/mL mais o substrato H,O, para a enzima
peroxidase. A absorbédncia de cada poco foi
averiguada em espectrofotbmetro (Espectra
CountTM , Packard) a 405 nm.

Como controles positivos da reacdo foram

utiizados soros caninos que  apresentaram
reatividade positiva contra proteinas
recombinantes Hisg-GP63 e Hisg-LACK

(PEREIRA,D. et. al. 2007). Os resultados foram
plotados em graficos.

Western Blot: As proteinas separadas por SDS-
PAGE foram eletrotransferidas para membrana
de nitrocelulose  de 0,45um (Bio-Rad
Laboratories, Richmond, EUA), segundo
metodologia descrita por Towbin et al., (1979). As
membranas foram incubadas com TST-20 1X
contendo 0,2% leite desnatado em pé por 16 h a
4°C. Essas membranas foram, em seguida,
lavadas em TST-20 1X e incubadas com
diferentes soros (anticorpo primario), anticorpos
policlonais anti-LACK e anti-GP63, ambos
diluidos 1:1000 e soros de cdes em diferentes
diluicdes (1:50, 1:100, 1:150 e 1:200). Todos os
soros foram diluidos em TST-20 1X acrescido de
0.2% leite desnatado. As membranas foram
incubadas com os soros durante 16h a 4 °C. O
reagente secundario foi proteina A conjugada a
peroxidase diluida 1:5.000 em TST-20 1X com
0.2% leite desnatado em po. Apds incubacéo as
membranas foram lavadas 3x com TST-20 1X. Os
anticorpos capturados foram revelados pela
adicdo da solucéo de revelacdo contendo 1mg/ml
do cromégeno diaminobenzidina (DAB) (Sigma
Co. St. Louis, EUA) mais o substrato H,0O,
(peréxido de hidrogénio) na concentracéo final de
0,03%. A reacdo foi terminada pela lavagem da
membrana com agua destilada. (Mittmann, 2004).

Resultados

Os resultados preliminares obtidos por
Western blot mostram que o antigeno
predominante na fracdo sollvel € a proteina
GP63, como demonstrado na figura 1. Ndo houve
reatividade para o anticorpo anti-LACK. Dos cinco
soros caninos testados por Western blot nenhum
apresentou resultado positivo (dados né&o
mostrados).
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Nos ensaios de ELISA foram testados 14
soros em diluicdo seriada (1:10, 1:20, 1:40, 1:80,
1:160, 1:320, 1:640, 1:1280, 1:2560, 1:5120 e
1:10240).

kDa SDS-PAGE
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Figura 1: Gel SDS-PAGE resultado da extragéo
de proteinas totais corado por Azul de Coomassie

e Imunodeteccdo por Western Blot da proteina
GP63.

O grafico da figura 2 indica média da
absorbancia dos soros controles (39 e 04) e soro
considerado negativo (54), sendo que foi possivel
verificar que 0s soros controle, tiveram valores de
absorbancia elevados em relacdo ao soro 54,
indicando maior reatividade dos mesmos as
proteinas totais de Leishmania major.
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Figura 2: Gréfico de comparacédo das médias de
absorbancia dos soros 39, 04 e 54 testados pelo
método de ELISA.

Os demais soros testados apresentaram
reatividade variada (Figuras 3 a 5). Os soros com
as menores absorbancias foram os soros 17 e 69
(figura 3) variando entre 0,2 e 0,3 e 0 soros 30 e
16 (figura 5) que variou entre 0,1 e 0,2. As
maiores absorbancias foram observadas nos
soros 90 e 75 com absorbancias entre 0,6 e 0,8
(Figura 3) e os soros 51 e 19 com os valores de
absorbancia entre 0,5 e 0,6 (Figura %). Os
demais soros tiveram uma variacdo entre 0,2 e
0,8 (Figura 4).
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Figura 3: Grafico de comparacdo de médias de
absorbancia dos soros testados por ensaio de
ELISA.
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Figura 4: Gréafico de comparacdo de médias de
absorbancia dos soros testados por ensaio de
ELISA.
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Figura 5: Gréafico de comparacdo de médias de
absorbancia dos soros testados por ensaio de
ELISA.

Discussao

Os resultados preliminares obtidos por
Western Blot mostram que a proteina presente no
gel SDS-PAGE ¢é possivelmente a proteina
GP63, pois a imunodeteccdo por Western Blot,
utilizando a anti-GP63 como segundo anticorpo,
aprsentou resultado positivo para proteina GP63.
Sendo esta a proteina majoritaria neste lisado de
Leishmania major. A proteina LACK néo foi
detectada utilizando anticorpo policlonal anti-
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LACK. Como a proteina GP63 ¢é a protelna
majoritaria da superficie do parasito, o protocolo
de obtencad do lisado foi eficiente para a
obtencdo dessa proteina, mas ndo da proteina
LACK, que é uma prteina intra-celular e expressa
em baixas concentracdes quando comparada a
expressédo de GP63.

A prova definitiva para a presenca do parasito
de leishmaniose é a demonstragdo microscopica,
porém tal exame € realizado através de bidpsia
de bago, linfonodos e figado que sé&o utilizados
para a obtencdo de aspirados para a realizagédo
do diagnéstico. Tal método invasivo nao
apresenta alta sensibilidade ja que os parasitas
ndo estdo homogeneamente distribuidos pelo
tecido, por isso métodos soroldégicos sao
essenciais para diagnéstico de infeccdes de
leishmaniose (BOARINO, et al., 2005).

O teste de ELISA apresenta uma d&tima
alternativa no diagnostico da leishmaniose
canina, devido sua facilidade de padronizacéo,
possibilidade de diagnéstico em grande escala e
melhor leitura e interpretacdo dos resultados.
Sendo que a sensibilidade e especificidade do
teste dependem diretamente do tipo de antigeno
utilizado (BOARINO A., et. al. 2008).

Dos soros caninos analisados, dois
apresentaram absorbancia maior em relacdo aos
demais (soros 4 e 39), indicando maior
reatividade destes em relacdo aos antigenos
totais de Leishmania major. Pereira et. al. (2007)
analisando estes mesmos soros caninos,
utilizando como antigenos proteinas
recombinantes HISg-GP63 e HISg-LACK, também
detectaram maior absorbancia destes soros em
relacdo aos antigenos, o que nos fornece ainda
mais indicios do contato desses caes com o
parasita, apesar de ndo possuirmos dados
clinicos sobre os animais testados.

Concluséo

Dados presentes neste trabalho demonstram
que a proteina majoritaria extraida dos lisados
totais de Leishmania major, foi a proteina (GP63)
. Dentre os soros testados os soros controles
também foram positivos para este ensaio pode
ser reconhecidas por anticorpos produzidos por
cédes, devido ao potencial antigénico das mesmas
demonstrado em outros modelos animais. Os
dados preliminares obtidos neste estudo sugerem
gue os soros testados neste estudo corroboram
0os dados obtidos pelo grupo de pesquisa
PEREIRA e colaboradores, 2007) utilizando
antigenos recombinantes. Sugerindo fortemente o
contato dos animais com o parasito, podendo
estes estar contribuindo como ro.eservatorios
importantes para este parasit.
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