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RESUMO

A leishmaniose tegumentar americana (LTA) é causada por protozoarios do género
Leishmania, que acomete a pele e mucosa, de humanos, animais silvestres e
domésticos. Esta zoonose permanece endémica em areas da América Latina.
Diversas sao as técnicas soroldgicas e parasitoldégicas que podem auxiliar no seu
diagnostico, no entanto, se faz necesséario a associagcdo de outras técnicas para
assegurar o resultado acurado e preciso. O objetivo deste trabalho € descrever os
diferentes métodos diagnésticos e as técnicas empregadas para deteccdo de
anticorpos e sua interacdo com antigenos solluveis, bem como a identificacdo do
protozoario por meio de cultivo e a presenca de acidos nucléicos. Considera-se que
sdo necessarios testes parasitologicos ou moleculares associados a testes
sorologicos anti-Leishmania para diagnostico seguro de LTA.

PALAVRAS-CHAVE: Técnicas diagnésticas, Leishmania, humanos e caes.

METHODS FOR AMERICAN TEGUMENTARY LEISHMANIOSIS DIAG NOSIS -
Review

ABSTRACT
American Tegumentary Leishmaniasis (ATL) is caused by protozoa of the genus
Leishmania, which affects the skin and mucosa of humans, wild and domestic
animals and that remains endemic in areas of Latin America. Numerous techniques
are serology and parasitological which may assist in the diagnosis of this disease,
however, it is necessary association of other techniques to ensure an accurate and
precise result. The aim of this paper was to describe the different diagnostic methods
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and techniques used to detect antibodies and their interaction with soluble antigens,
and identification of the parasite for culture medium and presence of nucleic acids. It
was concluded that tests are needed parasitological or associated molecular
serological tests for anti-Leishmania safe diagnosis of ATL.

KEYWORDS: diagnostic techniques, Leishmania, humans, dogs.

INTRODUCAO
ASPECTOS GERAIS DA LEISHMANIOSE

A leishmaniose tegumentar americana (LTA) € causada por protozoarios do
género Leishmania, que acomete a pele e mucosa, mas classificada como doenca
infecciosa e nao contagiosa (CARDOSO et al., 2009). Apresenta-se como zoonose
amplamente distribuida em todas as regides do territério brasileiro (MADEIRA et al.,
2003), e representa problema em saude publica no Brasil (UCHOA et al., 2004). A
LTA permanece endémica em areas da América Latina, e apresenta como agentes
causadores, a Leishmania (Viannia) braziliensis, Leishmania (Leishmania) mexicana,
Leishmania (Viannia) panamensis dentre outras espécies GONTIJO & CARVALHO
(2003), cuja transmissdo ocorre por meio da picada de flebotomineos fémeas
infectadas, do género Lutzomyia (REY, 2001; FALQUETO et al., 2003).

Em humanos a enfermidade apresenta formas inaparentes, lesdes discretas
de pele que podem evoluir espontaneamente para cura, ulceragées multiplas, lesdes
de mucosas de curso lento e tratamento dificil (COUTINHO et al., 1981). Os caes
apresentam lesdes ulceradas principalmente nas orelhas, focinho, bolsa escrotal que
também podem cicatrizar espontaneamente (VELASQUEZ, MEMBRIVE &
MEMBRIVE, 2006).

Para deteccéo direta do parasito, utilizam-se a pesquisa direta do protozoario
por meio de visualizacdo em |lamina a partir de esfregacos ou bidpsias, também se
realiza cultura de amostras clinicas em meio de cultivo para verificar o crescimento
de formas promastigotas de Leishmania sp. (SAMPAIO et al., 2009) além do teste
de hipersensibilidade tardia, descritas como técnica amplamente utilizada em
humanos que sao realizadas em caes com resposta satisfatoria (ALMEIDA et al.,
2012).

O diagnostico de leishmaniose deve ser realizado pelo histérico do paciente,
exame dermatoldgico e pela positividade de pelo menos, dois exames diagndsticos
especificos. Deve ser realizada pesquisa de amastigotas em esfregaco, cultura para
Leishmania, exame histopatolégico das lesdes e identificacdo de Leishmania por
reacdo em cadeia de polimerase (PCR) e anticorpos monoclonais (SAMPAIO et al.,
2009).

Os meétodos para deteccdo de anticorpos circulantes mais utilizados no
diagnéstico da LTA sao: imunofluorescéncia indireta (IFI), imunoenziméticos como
ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) e immunoblotting, além de testes de
aglutinacéo direta e citometria de fluxo (TANNUS et al., 2007).

A LTA mostra reducéo da resposta humoral em cées e os niveis de anticorpos
especificos podem nao ser detectados por imunofluorescéncia indireta (IFI). Embora
a sensibilidade do ELISA seja maior que da IFl, mas o melhor antigeno para o
diagnoéstico da LTA em cées ainda néo esta definido (RIBEIRO et al., 2007).

O objetivo desta revisdo € descrever os diferentes métodos de diagndéstico
para LTA, bem como sua aplicacéo.
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DIAGNOSTICOS DA LEISHMANIOSE TEGUMENTAR AMERICANA
METODO PARASITOLOGICO DIRETO

BRASIL (2010) indica que na ocorréncia de lesdes tipicas de leishmaniose,
pode ser realizado o diagnéstico clinico e epidemioldgico, especialmente se o
paciente originar de areas endémicas ou mesmo que tenha permanecido em lugares
onde ha casos de leishmaniose. Entretanto, a confirmacdo do diagnostico por
métodos parasitolégicos é fundamental, visto que ha inUmeras doencas que fazem
diagnostico diferencial com a LTA. A sensibilidade da técnica podera ser aumentada
pela repeticdo do exame, cujos procedimentos podem ser por escarificacdo, bidpsia
com impressao por aposi¢cao e pungao aspirativa (Figura 1).

FIGURA 1. LTA — Anestesia local na borda da lesao
cutdnea, com lidocaina a 2% para
realizacdo de bidpsia e posterior cultivo
para identificacdo do protozoario. Fonte:

Adaptado de BRASIL, (2010).

ARRAES et al., (2008) mostraram em trabalho com 130 individuos de familia
e/ou vizinhos de pessoas que tiveram leishmaniose tegumentar americana (LTA),
todos eles moradores das proximidades da mata existente na localidade de Borba
Gato, Maringa, PR, a ocorréncia de casos sub-clinicos que apesar da deteccdo de
reatividade cruzada com outras doengas, como a de Chagas, o teste parasitologico
direto (microscopia direta) foi capaz de detectar 97% dos pacientes com resultados
positivos.

FIGUEIREDO et al., (2009) avaliaram dermatologicamente 220 animais, entre
caes e gatos. Apenas um cdo apresentou uma lesdo ulcerada na regido da bolsa
escrotal cujo exame parasitolégico evidenciou formas amastigotas de Leishmania
spp. A deteccdo de caso autdctone proporcionou alerta para a instalacdo de um
possivel foco de leishmaniose tegumentar americana na localidade de Santa Rita de
Céssia, municipio de Barra Mansa, Rio de Janeiro.
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CULTIVO PARA ISOLAMENTO DE LEISHMANIA

BRASIL (2010) preconiza o isolamento do parasito por meio de cultura € um
método de confirmagdo do agente etioldgico e permite a identificacdo da espécie de
Leishmania envolvida no processo infeccioso. Os fragmentos obtidos da lesao
cutanea por procedimento de bidpsia da borda da uUlcera devem ser inoculados em
meios de cultivo NNN — Novy MacNeal, e Nicolle (Agar sangue modificado) e LIT
(Liver Infusion Triptose) ou Schneider acrescido de 10% de soro fetal bovino (SFB),
e com cultivo entre 24°C e 26°C, com bom crescimento. Apés cinco dias de cultivo ja
podem ser encontradas formas promastigotas do parasito, caso nao haja ainda
crescimento, a cultura deve ser mantida até um més, com observacdo, antes da
liberacdo do resultado negativo. Outro teste alternativo é a utilizagdo de material
obtido por puncéo das ulceras com o uso de tubo a vacuo ja com meio de cultura.

SAMPAIO et al.,, (2009) selecionaram pacientes atendidos no Hospital
Universitario de Brasilia de agosto de 2006 a junho de 2007, quando foram
registrados 10 casos autoctones de LTA. Todos os pacientes com leishmaniose
cutanea apresentaram lesdo ulcerada, uUnica, localizada preferencialmente nos
membros superiores (seis), seguidos dos membros inferiores (dois), cabeca (um) e
abdome (um). Dos 10 pacientes em estudo, seis deles chegaram ao hospital com
até trés meses de duracdo da lesdo. De todos os pacientes, 50% tiveram culturas
identificadas como Leishmania (Viannia) braziliensis.

FIGUEIREDO et al., (2009) encontraram um cdo com lesdo sugestiva de
Leishmania da qual foi realizada bidpsia visando o isolamento parasitario. Para este
procedimento, o animal foi sedado por via intramuscular com acepromazina (0,1-0,2
mg/kg) e cetamina (10 mg/kg). Procederam a anestesia no local da bidpsia com
lidocaina 2%. Fragmentos foram obtidos do bordo da lesdo e conservados em
solucéo fisiolégica contendo 1.200 Ul de penicilina; 1.000 ug de estreptomicina e
100ug de 5-fluorocitosina por mililitro. Apos 24 horas foram semeados em meio de
cultura bifasico NNN (Novy, MacNeal, Nicolle) /Schneider suplementado com 10%
de soro fetal bovino. Os tubos foram incubados a temperatura de 26°C-28°C e
examinados semanalmente. Este exame possibilitou o isolamento de formas
promastigotas, identificadas posteriormente, por isoenzimas como Leishmania
(Viannia) braziliensis.

METODO DE REACAO DE HIPERSENSIBILIDADE

INTRADERMORREACAO DE MONTENEGRO (IDRM)

BRASIL (2010) conceitua que a IDRM é um teste fundamentado na reacdo de
hipersensibilidade tardia (ou tipo 1V) e sua interpretacdo deve ser cuidadosa, uma
vez que seu resultado pode ser negativo nas primeiras semanas apds surgimento da
lesdo cutdanea em humanos, em contrapartida pode-se obter resultados falsos
positivos quando esse teste é repetido com intervalo de poucas semanas.

TOLEDO et al., (2001) utilizaram uma preparacdo do antigeno padronizado
pelo Ministério da Saude, que foi injetado por via intradérmica no antebraco humano.
Foram realizadas leituras com 48h ap0s injecdo e consideraram as reagfes positivas
na presenca de endurecimento maior que 5mm no local da aplicacéo, identificando
positividade em 88% dos casos, confirmando a validade deste teste como uma
ferramenta util de diagnostico na leishmaniose cutanea em humanos.

PEDRAS et al.,, (2003) realizaram metodologia similar a TOLEDO et al.,

(2001), mas verificaram as leituras no local da injecdo apés 72h, e
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foram consideradas positivas as reacfes cutaneas com tamanho igual ou maior que
5mm. Os autores obtiveram 100% de positividade em pacientes com leishmaniose
mucosa (LC), 94,1% na leishmaniose mucocutanea (LMC) e em pacientes que
apresentaram associacao de LC e LMC, a positividade chegou a 97,2%.

INTRADERMORREAGAO (IDR)

Em estudos com cées, SANTOS et al, (2005) obtiveram resultados
inconsistentes, onde a positividade da intradermorreacéo (IDR) foi de 10,1%. Neste
estudo foi utilizada a mesma concentracdo do antigeno padronizado utilizado no
teste realizado em humanos (PEDRAS et al.,, 2003; TOLEDO et al., 2001). Foi
aplicado 0,1mL por via intradérmica com 0,25ug de concentracéo de proteinas.

Entretanto, quando GENARO et al, (1992) utlizaram uma maior
concentracéo de proteinas (200ug em 0,1mL) na técnica descrita por MARZOCHI &
BARBOSA-SANTOS (1988) os resultados obtidos experimentalmente, em animais
com infecgOes recentes (3 meses de infecgcédo) apresentaram positividade de 100%,
com leitura apos 72h de inoculacéo. Apesar de descreverem diferentes tamanhos do
endurecimento no local de inoculagdo do antigeno, sdo necesséarios mais estudos
criticos e esclarecimentos sobre os processos celulares imunoldgicos dos caes
infectados com L. (V.) braziliensis, com antigeno padronizado para humanos.

Em caes naturalmente infectados pelo parasita, foram observadas pela
técnica de IDR com antigeno padronizado para humanos, houve positividades de
36,5% relatados por MARZOCHI & BARBOSA-SANTOS (1988) e 30,7% por
HERMETO et al., (1994) em areas endémicas de LTA.

EXAMES MOLECULARES

REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR)

O teste pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR) € um procedimento
rapido, com elevadas taxas de sensibilidade e especificidade, apresenta custo
reduzido e pode ser realizado a partir de quantidades reduzidas de DNA ou RNA. Os
protocolos de PCR envolvem o uso de enzimas como a DNA polimerase,
responsavel pela adicdo de desoxirribonucleotideos durante a replicagédo, regides
especificas do acido nucléico pesquisado (primers), desoxirribonucleotideos
(dNTPs), além de outros reagentes. A reacdo é realizada em termociclador que tem
por funcao realizar ciclos, em diferentes temperaturas, que atuardo no processo de
replicacdo in vitro (STEPHENS et al., 2009).

A partir destas caracteristicas, o uso de técnicas baseadas em PCR tem se
tornado uma nova opcao de diagnéstico. Um dos alvos para o diagnostico é a
amplificacdo do gene correspondente ao kDNA de Leishmania spp., que amplifica
fragmentos de 100 a 150 pares de bases de regifes ditas conservadas, comum a
todas as espécies de Leishmania, e regibes varidveis, que amplificam fragmentos
variam de 700 a 1000 pares de bases de acordo com a espécie (SILVA et al., 2012).

Até o momento, nenhum procedimento laboratorial € considerado como
padrao-ouro para o diagndstico de LTA. No entanto, a PCR pode se aproximar deste
status devido as novas técnicas de extracdo de DNA. Pesquisas demonstram, para
este teste, especificidade de 100% e sensibilidade global entre 92 e 98%
(POURMOHAMMADI et al., 2010).

Vale ressaltar que além da PCR, técnicas como eletroforese de enzimas,
anticorpos monoclonais, ou outros métodos moleculares como o PCR multiplex,
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PCR-RFLP e RAPD podem ser utilizados. No entanto, a eletroforese de enzimas
exige procedimentos como cultivo e isolamento do parasita, pois 0 uso de anticorpos
monoclonais é limitado pelos indices de reagcdo cruzada. Enquanto as variacfes da
PCR requerem uma estrutura laboratorial sofisticada, reagentes de alto custo, e
técnicas como PCR-RFLP apresenta pouca reprodutibilidade. Por outro lado, a PCR
padrdo apresenta elevada sensibilidade, especificidade e reprodutibilidade (LIMA
JUNIOR et al., 2009)

A técnica de PCR é indicada especialmente em pacientes suspeitos para
LTA, mas que apresentam resultados negativos nos testes considerados
convencionais para o diagnostico etiologico. Todavia, esta metodologia ndo deve
substituir outras formas de diagnostico de leishmaniose, pois, mais parametros
devem ser utilizados, como aspecto clinico e histdrico epidemioldgico dos pacientes
(FAGUNDES et al., 2010).

TESTES SOROLOGICOS

TESTE DE AGLUTINAQAO DIRETA (TAD)

Anticorpos possuem caracteristicas bivalentes, podendo se ligar de forma
cruzada com antigenos particulados como, por exemplo, fungos, bactérias,
protozoarios ou eritrocitos estranhos, resultando em sua aglutinacdo (Figura 2). As
diferentes classes de anticorpos diferem em sua habilidade para aglutinar o mesmo
antigeno. Se um excesso de anticorpos for adicionado a uma suspensao de
particulas antigénicas, cada particula pode ser entdo recoberta por anticorpos em
que a aglutinacdo é inibida. Esta falta de reatividade em altas concentracfes de
anticorpos € denominada prozona. Outra causa de formacdo de prozona € a
presenca de anticorpos que ndo conseguem causar aglutinacdo. A razdo para sua
falta de atividade aglutinante ndo é completamente entendida; uma possibilidade é a
de que epitopos com o0s quais eles reagem se encontram profundamente na
superficie da particula (TIZARD, 2009).

Acs iy amosira Maicroransmoe Aglatiinngho
}
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+ —

Y ® o

FIGURA 2. Representacdo esquematica da reacado de aglutinagéo direta.
Fonte: Adaptado de TEVA et al., 2009.

LONARDONI et al., (2006) descreveram que por ndo necessitar de reagente
espécie especifica, o TAD pode ser util na deteccdo da infeccdo de LTA em
diferentes espécies animais. De acordo com a especificidade do TAD, se for inferior
a encontrada na Imunofluorecéncia Indireta (IFI) utiliza-se o Teste de Aglutinacdo
Direta (TAD) na triagem sorolégica de cédes ou na investigacdo de outros animais
para os quais ndo ha conjugados disponiveis.

VOLTARELLI et al.,, (2009) avaliaram animais selvagens pelo TAD e
revelaram a presenca de anticorpos anti-Leishmania variando em titulacdes de 1:10

ENCICLOPEDIA BIOSFERA, Centro Cientifico Conhecer, Goiania, v.8, n.15; p.1237 2012



a 1:2560, evidenciando que n&do é necessario um reagente espécie especifico para a
realizacdo do teste. Obtiveram respostas positivas nas espécies de Cerdocyon thous
(lobinho), Lycalopex vetulus (raposinha), Cebus apella (macaco prego), Dasyprocta
azarae (cutia), Procyon cancrivorus (méao pelada) e Nasua nasua (quati). No entanto,
a infeccao pelo flagelado néao foi detectado na cultura do sangue de nenhum desses
animais, concluiram que o0s animais selvagens apresentam anticorpos anti-
Leishmania, mas nao foi possivel o isolamento do protozoario por meio de cultivo.

IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA (IFI)

Os testes indiretos séo utilizados para mensurar anticorpos no soro, quando
sdo mensurados, 0 antigeno € empregado em esfregaco que sofre incubagcdo com
soro suspeito de conter anticorpos contra o antigeno (Figura 3). O soro é lavado,
deixando apenas os anticorpos especificos ligados ao antigeno e séo visualizados
por meio da incubagé&o do esfregaco em antiglobulina marcada com isotiocianato de
fluoresceina (FITC), o corante fluorescente. A quantidade de anticorpos no soro
testado pode ser estimada ao se examinar diluicbes crescentes do soro em
diferentes preparacdes de antigenos (TIZARD, 2009).

I i Ubjetiva do mucroscopio
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FIGURA 3. Esquema da reacdo de imunofluorescéncia direita.
Fonte: Adaptado de TEVA et al., 2009.

SILVEIRA et al., (1996) na reacdo de imunofluorescéncia indireta realizada
em pacientes humanos obtiveram positividade em 26,7% dos casos. Em pacientes
sem historia de LTA, 4,0%, foram positivos na IFI, estes foram entdo submetidos a
IFI para Doenca de Chagas e 22,73% tiveram titulos iguais ou superiores aos
encontrados na IFl para LTA, revelando assim reacdes cruzadas com outros
tripanossomatideos.

Dentre pacientes humanos que apresentaram positividade em exames
indicados para diagnostico de LTA, 64,4% apresentaram titulo maior ou igual a 1: 40
na IFl (SILVEIRA et al., 1999).

Para BARROSO-FREITAS et al., (2009) a técnica IFI € comumente
empregada como um método de rotina de diagnostico para LTA no sudeste do
Brasil, o teste usa como antigeno um parasita (Leishmania major-like) que pode ser
diferente do agente etioldgico que circula nesta regido, que pode ser restrita a
Leishmania (Viannia) braziliensis. Em trabalho realizado com a utlizagdo de

ENCICLOPEDIA BIOSFERA, Centro Cientifico Conhecer, Goiania, v.8, n.15; p.1238 2012



antigeno de L. braziliensis para determinacdo de anticorpos em paciente humanos
por meio da IFI, foi observada especificidade de 86,2% e sensibilidade de 81,5%.

Em 48 animais de area endémica estudados por MARZOCHI & BARBOSA-
SANTOS (1988), foram observados 30 animais sem lesdes clinicas, destes apenas
dois animais (4,2%) apresentaram intradermorreacao (IDR) negativa e positividade
na IFl, e consideraram os animais positivos e assintométicos para LTA.

Em pesquisa com anticorpos anti-Leishmania, em cées errantes de éarea
endémica, por meio de IFl, esta técnica apresentou sensibilidade de 78,9% e
especificidade de 93,8% (titulo=40), em 37,0% tiveram titulos iguais ou superiores a
1:40. Dentre os animais que puderam ser acompanhados por intervalos de dois a 13
meses, verificaram que a titulacdo da IFI manteve-se igual ou diminuiu. Nao foi
observado desenvolvimento de lesbes em nenhum dos animais. Todos 0s animais
que obtiveram resultado na IFI superior a 1:40, foi realizada IFI para Tripanosoma
cruzi e apenas um animal apresentou sorologia com titulos de anticorpos superiores
aos anticorpos anti-Leishmania, o que sugere a presenca da Doenca de Chagas
neste animal, embora essa possibilidade ndo tenha sido investigada (LONARDONI
et al., 2006).

A IFI apresentou 73,5% de sensibilidade e 85,7% de especificidade. Vinte e
cinco (73,5%) soros de cdes com LTA reagiram em diluicdes diferentes: 8,8% em
titulo de 1:40, 55,9% variaram de 1:80 a 1:160 e 8,8% de 1:320. No grupo de caes
com esporotricose, cinco amostras (14,3%) reagiram na diluicio de 1:40. A
esporotricose é semelhante a epidemiologia da LTA, caracteristicas clinicas e
achados histopatologicos e as sorologias € considerada a melhor maneira de
realizacdo de diagnostico diferencial (RIBEIRO et al., 2007).

Para PITTNER et al., (2009), animais sem lesdes clinicas de LTA, que foram
submetidos a IFIl, apresentaram positividade de 14%, mesmo percentual também
apresentado na Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR). Apenas dois animais
apresentaram positividade em ambos o0s testes, isso mostra a necessidade da
utilizacdo de mais de um método diagndstico para resultado positivo conclusivo da
doenca.

A imunofluorescéncia ndo deve ser utilizada como critério isolado para
diagnostico de LTA, devido as suas reacdes cruzadas. Deve sempre estar associada
a outras técnicas para deteccdo de anticorpos como IDRM, ELISA ou técnicas
parasitologicas (BRASIL, 2010).

ELISA INDIRETO (IMUNOENSAIO ENZIMATICO)

Esta técnica é utilizada com auxilio de enzimas para detectar e mensurar
anticorpos especificos de Leishmania (Viannia) braziliensis, realizada em placas de
poliestireno que apresentam micropocos. A interacdo antigeno-anticorpo é
evidenciada pela acdo de uma enzima (peroxidase ou fostase alcalina), conjugada
com anti-anticorpo, a reacao é revelada na presenca de substrato para a enzima e
um cromoégeno, 0os mais usados sao, a ortofenileno diamina (OPD) que produz cor
amarelo ou a tetrametil benzidina (TMB) de cor azul. A reacao final da agcdo da
enzima deve ser lida em espectrofotdmetro no comprimento de onda com variacao
de 405 a 492nm (Figura 4) (BEZERRA et al., 1998; MADEIRA et al., 2003; TIZARD,
2009).
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FIGURA 4. Sequéncia das etapas do ELISA Indireto.
Fonte: Adaptado de BEZERRA et al., (1998).
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Em pesquisa por perfil de subclasses de anticorpos contra Leishmania
(Viannia) braziliensis e Leishmania (Leishmania) amazonensis no diagndstico e
acompanhamento da leishmaniose mucosa, PEDRAS et al., (2003) encontraram por
meio da técnica ELISA, sensibilidade com IgG total para leishmaniose mucosa (LM)
(94,7% com ambos os antigenos) e leishmaniose mucocutanea (LMC) (100% com
ambos o0s antigenos), o que mostra que a deteccdo de subclasses de anticorpos IgG
constituem alternativa valiosa para aumentar a eficiéncia do diagndstico soroldgico
dessas doencas, visto que o tratamento da LM requer maior tempo de duracéo e
concentracdo de drogas anti-Leishmania.

O teste com antigeno L. (Viannia) braziliensis no ELISA indireto para LTA,
apresentou sensibilidade de 75,6% e especificidade de 100,0% em pacientes
humanos com as formas cutaneas e mucosa da enfermidade, quando comparadas
com antigeno L. major-like, mostrou a necessidade de antigenos especificos para
diagnostico da enfermidade em diferentes regides do pais (BARROSO-FREITAS et
al., 2009).

RIBEIRO et al., (2007) realizaram ELISA para comparar os antigenos de
Leishmania (Viannia) braziliensis e Leishmania (Leishmania) chagasi para detecc¢éo
da imunoglobulina IgG e suas subclasses IgG1 e IgG2 para diagnoéstico de LTA e
sua diferenciacdo de esporotricose em cées. Foi observado que a deteccéao de 1gG
por meio do ELISA que utiliza antigeno de L. (V.) braziliensis apresenta um melhor
desempenho de diagndstico, pois apresentou sensibilidade e especificidade de
97,1%, e permitiu a discriminagéo entre casos de LTA e esporotricose em caes.

Em levantamento epidemiolégico, CAMPOS et al., (2011) comprovaram que
em 100% dos animais com suspeita clinica, apresentavam lesdes caracteristicas de
LTA em alguma regido do corpo, o ELISA indireto foi valido como ferramenta de
diagnoéstico para animais sintomaticos e também evidenciou que 8,3% dos animais
apresentaram sorologia positiva sem apresentarem sinais clinicos da doenca,
caracterizando-os como animais assintomaticos para LTA.

MADEIRA et al., (2003) reportaram pouco conhecimento a cerca dos
aspectos clinicos, parasitologicos e imunoldgicos do desenvolvimento da infeccdo
pela L. (V.) braziliensis em cées, tornando-se necessario mais estudos para explicar
esses aspectos e elucidar sobre técnicas para diagndstico precoces em caes que
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podem contribuir para explicacdo do papel dessa espécie animal na epidemiologia
da LTA.

IMMUNOBLOTTING ou WESTERN BLOT (WB)

O immunoblotting ou Western Blot € um ensaio imunoenzimatico como ELISA,
mas difere na fase sdlida, pois € realizada sobre a superficie da membrana e nao
em uma placa de poliestireno. O teste é um valioso recurso na caracterizacdo de
fracbes antigénicas imunodominantes e identificacdo da reatividade especifica dos
anticorpos detectados por algum teste de triagem utilizando as mdultiplas fracdes
antigénicas como os testes confirmatorios ou suplementares. Para a deteccdo da
interacdo antigeno-anticorpo € necessario inicialmente a obtencdo da membrana
com as fracOes da mistura antigénica, onde as proteinas sédo separadas conforme o
seu tamanho, por eletroforese em gel de poliacrilamida desnaturante (SDS-PAGE).
Depois de separadas, as fracdes sdo transferidas para a membrana de nitrocelulose
onde permanecem inertes e depois utilizadas como suporte para a detecgdo da
interacdo antigeno-anticorpo (BEZERRA et al.,1998).

Pela andlise de Western Blot é possivel identificar antigenos de Leishmania
(Viannia) braziliensis que apresentaram sensibilidade e especificidade superiores ao
ELISA e ao IFI (sensibilidade de 90,9% e uma especificidade de 100%) conforme
relataram BRITO et al., (2000).

Segundo SZARGIKI et al., (2009), em trabalho que comparou técnicas de IFlI,
ELISA e Western Blot no diagndstico de LTA, foi possivel concluir que Western Blot
foi 100% sensivel e provou ser Gtil na identificagdo de portadores assintomaticos,
bem como para estabelecer diagndstico diferencial entre Leishmaniose Cutanea e
outras enfermidades como Doenca de Chagas, Paracococidioidomicose e
Toxoplasmose citadas como responsaveis por reacdes cruzadas. Neste estudo dois
ou mais metodos foram aplicados em todos os casos dos grupos para confirmacéo
da LTA e com estes resultados, puderam distinguir as doengas que cursam com 0S
mesmos sinais clinicos da LTA, permitindo assim o tratamento precoce.

Além da deteccdo de baixos niveis de anticorpos, o Western Blot identifica
animais que séo portadores assintomaticos para LTA (ZANINI et al., 2010), e servem
também como exame de controle na confirmacdo da LTA por meio da técnica de
ELISA indireto (CAMPOS et al., 2011; ZANINI et al., 2010).

Para diagnéstico definitivo da leishmaniose é necessario associacdo de dois ou
mais métodos de diagndstico, preferencialmente o parasitoldégico, com identificacao
de formas amastigotas no esfregago ou bidpsias, também por formas promastigotas
no cultivo “in vitro” das espécies (BRITO et al., 2000), que deve estar associado a
um teste sorolégico e ainda assim ser complementado com diagndstico molecular
(BRASIL, 2010; PITTNER et al., 2009).

CITOMETRIA DE FLUXO

A citometria de fluxo é a técnica utilizada para contar, examinar e classificar
particulas microscopicas, suspensas em fluxo e em meio liquido (TEVA et al., 2009).

No citbmetro de fluxo, por meio de bombeamento, a suspensao de células
passa por um tubo estreito, seguindo umas as outras em fila. O feixe de laser é
direcionado para o fluxo de células e os efeitos do feixe de luz sobre cada célula sao
observados, assim a dispersao do feixe em uma direcédo a frente, pode ser utilizada
para mensurar o tamanho de uma célula. Quando na suspensao de células ocorre

mistura do anticorpo monoclonal conjugado ao corante fluorescente,
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este anticorpo conjugado ira se ligar apenas as células carregando o antigeno
apropriado em sua superficie. Esta subpopulacédo pode ser caracterizada e contada
por meio da utilizacdo de anticorpos conjugados com diferentes cores de corantes
fluorescentes. A expressdo de multiplos antigenos de superficie celular pode ser
analisada simultaneamente. E possivel utilizar o citbmetro de fluxo para acompanhar
mudancas sequenciais no imunofendtipo de populacdes mistas de células (Figura 5)
(TIZARD, 2009).
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FIGURA 5. Representacdo esquematica do citdmetro de fluxo.
Fonte: Adaptado de FLEURY, 2008.

A citometria de fluxo tem sido amplamente utilizada no estudo da expressao
de antigenos das superficies das células e também na producéo de suas moléculas
citoplasmaticas. Esta técnica € capaz de analisar varios parametros ao mesmo
tempo, dentro de uma populacédo heterogénea de células. Nos ultimos anos, varias
técnicas vém sendo desenvolvidas para estudo das células produtoras de citocinas.
A citometria de fluxo pode proporcionar aquisicdo rapida de grande numero de
células; além da determinacdo do percentual de células positivas, também identifica
a subpopulacdo responsavel para producdo de citocinas por imunofenotipagem
simultanea e de citocinas intracelulares, por diferentes colorac¢des, além da medicéo
de proteinas no citoplasma das células (SANTIAGO et al., 2000).

ROCHA et al., (2002), em estudo realizado com énfase na padronizacdo da
técnica de citometria de fluxo, para identificacdo de infeccdo ativa por meio da
deteccdo de anticorpos antipromastigotas vivas de Leishmania (V.) braziliensis, foi
observado que tal metodologia apresenta alta sensibilidade e permite analise mais
especifica da resposta humoral. Este fato pode minimizar rea¢des cruzadas, pois de
forma seletiva, realizam avaliagdo de anticorpos dirigidos contra antigenos de
membrana do parasita, 0 que impossibilita a reatividade com epitopos
intracitoplasmaticos, potentes alvos de reatividade cruzada entre tripanosomatideos.

BRELAZ et al., (2012) reproduziram a caracterizacdo da resposta imune de
pacientes com LTA, apos sofrerem estimulagdo com fracdes antigénicas de
Leishmania (V.) braziliensis. Mostraram por meio de citometria de fluxo, a ocorréncia
de baixa modulacdo da resposta do tipo T helper 1 (Thl), que ocorre na fase inicial
da doenca e apresenta antigenos capazes de estimular resposta imune especifica.

MACEDO et al., (2012) pesquisaram a qualidade da resposta do tipo T helper
1 (Thl) estimulada apds infeccdo por Leishmania. Utilizaram protocolo de citometria
de fluxo multiparamétrica para avaliacdo de células T multifuncionais, induzidas por
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extrato bruto de antigeno obtido a partir de promastigotas de Leishmania braziliensis
(LbAg) e Leishmania amazonensis (LaAg) em células mononucleares do sangue
periférico de pacientes com leishmaniose cutanea curadas. Foi possivel observar
que os resultados chamaram atencéo pela importancia do estudo da resposta Thl
qguanto a sua qualidade, e ndo apenas quanto a sua magnitude. Desta maneira
indicaram que neste tipo de avaliacdo, o melhor resultado foi obtido para auxiliar e
compreender a complexa e diversa imunopatogénese da LTA.

CONSIDERACOES GERAIS

Esta revisdo mostra a quantidade de métodos existentes e utilizados para
testes sorolégicos no diagnostico de LTA, cultura, pesquisa direta e pesquisa de
DNA do parasito.

Evidencia também a dificuldade em fornecer um diagndstico preciso com uma
Gnica técnica.

Também demonstra a variagdo na sensibilidade e especificidade nos
diferentes testes.

Observa-se que, algumas vezes o diagndstico é presuntivo, com base em
sinais ou sintomas da enfermidade juntamente com a epidemiologia, pois nédo p6de
ser confirmado pela identificagdo do parasito.

Considera-se que nao ha somente um exame para diagnéstico, mas sim a
associacado de um teste soroldgico em conjunto a pesquisa parasitologica.

Esclarece também que o Ministério da Saude considera como padrao o teste
ELISA como teste de triagem e a IFI como confirmatoério, mas pela leitura atenta da
revisao, parece nao ser o suficiente.
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