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RESUMO

As leishmanioses constituem um grupo de doengas endémicas em 98 paises, com
uma incidéncia estimada de até 1,6 milhdes de casos por ano (0,7-1,2 milhdo de
leishmaniose tegumentar e 0,2 a 0,4 milhdo de leishmaniose visceral). O critério de
cura da leishmaniose tegumentar americana adotado hoje ¢ a cura completa da lesdo.
Anticorpos anti-Leishmania da subclasse 1gG3 decaem mais rapidamente que os
anticorpos IgG totais em pacientes curados. O presente trabalho tem objetivo de
identificar diferengas no reconhecimento de proteinas de L. (V.) braziliensis por
anticorpos IgG totais ou IgG3 obtidos de soro de pacientes com leishmaniose
tegumentar americana antes e apos o tratamento. Soros de 15 pacientes infectados
com L. braziliensis atendidos no Hospital de Doencas Tropicais Anuar Auad foram
testados por ELISA contra extratos brutos de L. braziliensis. Quando analisados
todos os pacientes, foi possivel observar que as absorbancias no ELISA para a
subclasse 1gG3 anti-Leishmania ficou semelhante aos controles com 6 meses, o que
sO aconteceu para anticorpos totais com 12/18 meses. Com a separagdo dos pacientes
em A: pacientes com cura clinica antes de um més e grupo B: pacientes com cura
clinica ap6s um més, observou-se que as absorbancias no ELISA para IgG3 no grupo
A era semelhante a dos controles no momento do diagnoéstico. Identificamos, pelo
Western Blotting, que a reatividade a proteina de 49 kDa pela IgG3 de pacientes era
presente principalmente no grupo B. A proteina de 28 kDa reagiu com IgG3 de
pacientes do grupo B antes da cura clinica e a proteina de 14 kDa reagiu com IgG3
de trés soros controles. Nossos dados sugerem que a proteina de 49 kDa pode ser
usada em ELISA para o diagnostico e acompanhamento dos pacientes portadores de

LTA e que a proteina de 14kDa pode ser responsavel por reagoes falso positivas.

Xiii



ABSTRACT

Leishmaniasis are a group of endemic diseases in 98 countries, with an estimated
incidence up to 1.6 million cases per year (0.7-1.2 million of cutaneous leishmaniasis
and 0.2 to 0.4 million visceral leishmaniasis). The criteria for the cure of american
tegumentary leishmaniasis adopted nowadays is the complete healing of the lesion.
IgG3 subclass anti-leishmania antibodies decrease faster than the total IgG antibodies
in cured patients. This study was aimed to identify differences in the recognition
pattern of L. (V.) braziliensis protein by total IgG or IgG3 antibodies obtained from
cutaneous leishmaniasis infected patients’ serum before and after treatment. Sera of
15 patients infected with L. braziliensis attended at the Tropical Diseases Hospital
Anuar Auadi were tested by ELISA against crude extracts of L. braziliensis. When
all patients were analyzed, it was observed that anti-leishmania IgG3 absorbance
levels measured by ELISA were similar to the controls levels at 6 month. The
absorbance levels of total antibodies in control and infected patients reached
similarity only at 12/18 months. After split patients into group A: healing of the
lesion before one month and B: healing of the lesion after one month, it was
observed that absorbance levels in ELISA for IgG3 in group A was similar to the
controls levels at the time of diagnosis. It was also observed, by Western Blotting,
that the IgG3 reactivity of IgG3 to 49 kDa protein was present mainly for group B
patients. The 28 kDa protein showed IgG3 reactivity mainly in group B the healing
os lesions and the 14 kDa protein showed IgG3 reactivity in some controls our data
suggest that the use of 49 kDa protein in ELISA may be useful for diagnosis and
following up of patients and the 14kDa protein may be important in false-positive

results.
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1 INTRODUCAO / REVISAO DA LITERATURA

1.1 Leishmanioses

As leishmanioses constituem um grupo de doengas endémicas em 98 paises,
com uma incidéncia estimada de até 1,5 milhdo de casos por ano (0,7 a 1,2 milhdo de
leishmaniose tegumentar e 0,2 a 0,4 milhdo de leishmaniose visceral (LV). Estima-se
que 400 milhdes de pessoas vivem em situacdo de risco para a doenga em todo mundo,
sendo o Brasil um dos 10 paises que apresentam maior estimativa de ocorrencia de
casos de leishmaniose tegumentar e o de maior incidéncia da América do Sul (ALVAR
et al.2012)

A leishmaniose ¢ considerada pela Organizacdo Mundial de Saude como uma
das nove principais doengas tropicais. No Brasil, a leishmaniose tegumentar ¢ uma
doenga endémica com mais de 27.000 novos casos anuais € uma incidéncia média de
17,3 casos por 100.000 habitantes. (ALVAR et al2012) No estado de Goias, a
incidéncia por 100.000 habitantes em 2013 foi 5,56 ( Figura 1) e desses, 12,01% forma

da forma mucosa.

Goids | 246 municipios - | 6.523.222 habitantes

Indicadores epidemiolégicos - Leishmaniose tegumentar
Leishmaniose Tegumentar - Taxa por 100.000 hab/ano e Percentual

129 —20

Taxa
|
|emuassad

2010 2011 2012 2013
B Taxa de detecsdo ——Percentual de forma mucosa

Figura 1. Taxa de leishmaniose tegumentar e porcentagem de forma mucosa no estado de Goias de 2010 a
2013 (adaptado http://portalsaude.saude.gov.br/index.php/o-ministerio/principal/leia-mais-o-
ministerio/723-secretaria-svs/vigilancia-de-a-a-z/leishmaniose-tegumentar-americana-Ita/1 1328-situacao-

epidemiologica-dados )



1.2 Leishmaniose Tegumentar Americana

Denomina-se leishmaniose tegumentar americana (LTA) o conjunto de
enfermidades causadas por varias espécies de protozoarios digenéticos da ordem
Kinetoplastida, da familia Trypanosomatidae, do género Leishmania, que acometem a
pele e/ou mucosas do homem e de diferentes espécies de animais silvestres e
domésticos das regides tropicais e subtropicais do Novo Mundo. Nas Américas, sdo
transmitidas entre os animais e o homem pela picada das fémeas de diversas espécies de
flebotomineos (Diptera, Psychodidae, Phlebotominae) do género Lutzomyia, nido
havendo transmissao natural de pessoa a pessoa. O periodo de incubacdo da doenga no
ser humano ¢, em média, de dois a trés meses, podendo variar de duas semanas a dois
anos (BRASIL, 2006).

A leishmania € um protozoario dimorfico que existe como forma promastigota
flagelado no inseto vetor e como amastigota intracelular no hospedeiro mamifero. A
diferenciagdo celular da forma promastigota em amastigota ocorre dentro dos
macrofagos do hospedeiro, onde também se multiplicam, provocando as lesdes
(MOLYNEUX; KILLICK-KENDRICK, 1987). A infeccdo caracteriza-se pelo
parasitismo das células do sistema fagocitico mononuclear da derme e das mucosas do
hospedeiro vertebrado (mondcitos, histidcitos e macrofagos), pelo protozoario na forma

amastigota (Ministério da Saude, 2006) (figura 2).

Estdgio no vetor Estdgio no Humano

@ Vetor ao se alimentar regurgita
promastigotas Promastigotas séo fagocitadas por
macréfagos

Divisdo no intestino e

o migracio paraos proboscide % O
Eé %g é \ = Promastigotas se transformam em

amastigotas dentro dos macréfagos

W

@ Amastigotas se transforma em

promastigotas no intestino do

vetor
& ®
@ 300
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Figura 2. Ciclo de vida de Leishmania spp. (Adaptado de REITHINGER et al. 2007)



Nas Américas, sdo atualmente reconhecidas 11 espécies dermotrdpicas de
Leishmania causadoras de doenga humana ¢ oito espécies descritas, somente em
animais. No Brasil ja foram identificadas sete espécies, sendo seis do subgénero
Viannia e uma do subgénero Leishmania. As trés principais espécies sdo: L. (V.)
braziliensis, L.(V.) guyanensis e L.(L.) amazonensis e, mais recentemente, as espécies L.
(V.) lainsoni, L. (V.) naiffi, L. (V.) lindenberg e L. (V.) shawi foram identificadas em
estados das regides Norte ¢ Nordeste (BRASIL, 2007). No Brasil, cerca de 90% dos
casos de LTA (cutdnea e mucocutanea) sdo causadas por L. (V.) braziliensis sendo esta
espécie mais relacionada com lesdes graves e esta frequentemente associada a invasdo

de mucosas. (ROUGERON et a/, 2009).

1.3 Caracteristicas Clinicas

Classicamente, a LTA pode ser dividida em pelo menos quatro formas:
leishmaniose cutdnea localizada, leishmaniose cutanea difusa, leishmaniose cutinea
disseminada e leishmaniose mucosa ou mucocutanea. A forma mucosa ou mucocutanea,
que se desenvolve em cerca de 2% a 10% das pessoas infectadas com L. (V.)
braziliensis, ¢ considerada a forma mais preocupante, uma vez que a boca, nariz, faringe
e laringe sdo afetadas por uma reagdo inflamatoria que pode levar a perfuragdo do septo
nasal e destruicdo dos tecidos causando desfiguragdes do individuo (figura 3), ndo
ocorrendo cura espontidnea (PEDRAS et al.2003; REITHINGER et al. 2007). Na forma
cutanea localizada, as lesdes sdo geralmente ulceradas e apresentam poucos parasitos,
com boa resposta ao tratamento e com tendéncia para a cura espontinea, a leishmaniose
cutanea difusa caracteriza-se por lesdes nodulares, infiltrativas e alta resisténcia a
quimioterapia e evolui com recaidas frequentes; e a leishmaniose cutdnea disseminada ¢
caracterizada por varias lesdes papulares e acneiformes, com parasitos raros quando
comparado com a forma difusa, com frequente o envolvimento das mucosas (REIS
2006; BRASIL 2009).

A LTA, geralmente, afeta partes descobertas do corpo que sdo facilmente
encontradas pelos flebotomineos, incluindo o rosto, pescogo e bragos. Apds um periodo
de incubagdo médio de duas semanas a trés meses, uma papula vermelha aparece,
evoluindo para uma placa ou ndédulo. Geralmente ocorre a evolugdo para ulcera, que ¢é
bem circunscrita com uma borda violacea, com base granulomatosa e com crosta, suas

margens sao hipertroficas, mas sem um extensivo escavamento (figura 4). Nodulos



subcutaneos indolores ou corddes borrachdides podem se desenvolver ao redor da
ulcera por causa da propagagdo linfatica regional. Os linfonodos de drenagem podem
estar aumentados e revelar parasitas em amostras de bidpsia. Apds aproximadamente 6
a 12 meses, a ulcera pode regridir espontaneamente, deixando uma cicatriz com
hipopigmentagdo ou hiperpigmentacio (GREVELINK e a/,1996; BRASIL, 2007
REITHINGER et al,2007)

Figura 3. Leishmaniose mucocutanea com extensa destrui¢ao do labio superior causada por L.

braziliensis (GREVELINK et al., 1996).

Ayl

Figura 4. Lesdo em membro inferior causado por L. braziliensis (GREVELINK et al., 1996).

1.4 Resposta Imunolégica



Nos humanos a resposta imune a infec¢do por Leishmania, ainda ndo estd bem
caracterizada em virtude de sua complexidade. A resposta imune adquirida ¢
dependente de células T e a expansdo de células Thl e Th2 esta relacionada a
resisténcia e a susceptibilidade a infec¢@o respectivamente. Com a producdo de IFN-y
pelas células T CD4+ do perfil Thl especificas para Leishmania ocorre a ativacao de
macrofagos para destruirem parasitos intracelulares e isso leva a resisténcia a infecgao.
A produgdo de IL-4 pelas células Th2 tem ag@o supressora sobre macrofagos resultando
em aumento da sobrevivéncia do parasito ¢ exacerbacdo das lesoes.(Abbas e Litchman
2012) Além disso a resposta imune que ocorre na leishmaniose também envolve a saliva
do flebotomo e moléculas co-estimuladoras ( REIS et al.,2006).

Existem diferengas no perfil de resposta imune dependendo da manifestagdo
clinica da LTA, sendo que, nas formas cutdneas e mucocutaneas, existe um perfil de
resposta do tipo Thl, com forte imunidade mediada por células e a predominancia de
isotipos IgGl, IgG2 e IgG3. A leishmaniose cutdnea difusa esta associada a resposta
imune de perfil Th2 com predominancia do isotipo 1gG4 (SOUZA 2005). Pacientes
normalmente apresentam altos niveis de IgE com um maior tempo de evolucdo da
doencga. Pacientes com a forma mucocutanea apresenta os niveis de IgA aumentados
(O’NEIL et al., 1993). Segundo Abbas e Lichtman (2009) uma das principais fungdes
efetoras da IgG1 e [gG3 € a opsonizagdo, caracterizada com a facilitagcdo de fagocitose,
em que anticorpos ligam-se aos antigenos e suas por¢des Fc sdo reconhecidas pelos
receptores para Fc localizados na superficie de fagocitos. Esse complexo antigeno—
anticorpo ¢ endocitado, porém, ao contrario do que acontece com a maioria dos
protozoarios que sdo destruidos apds serem fagocitados, a Leishmania é capaz de
sobreviver dentro do vacuolo fagocitico.

A intensidade da resposta humoral parece estar relacionada tanto com a carga
parasitaria, quanto com a cronicidade da infeccdo, sendo observados altos titulos de

anticorpos em todas as manifestagoes clinicas da LTA. (REIS et al.,2006)

1.5 Diagnostico
Na ocorréncia de lesdes tipicas de leishmaniose, o diagnostico clinico e
epidemiologico pode ser realizado, especialmente se o paciente procede de areas
endémicas ou esteve presente em lugares onde ha casos de leishmaniose. O diagndstico

¢ complementado por testes parasitologicos e imunoldgicos. (BRASIL, 2007).



O diagnostico diferencial engloba uma séria de outras doengas, dentre elas a
sifilis, hanseniase, tuberculose, micobacterioses atipicas, paracoccidioidomicose,
histoplasmose,  lobomicose, esporotricose, cromoblastomicose, piodermites,
rinoscleroma, granuloma facial de linha média, sarcoidose, lupus eritematoso discoéide,
psoriase, infiltrado linfocitico de Jessner, vasculites, tlceras de estase venosa, tlceras
decorrentes da anemia falciforme, picadas de insetos, granuloma por corpo estranho,
ceratoacantoma, carcinoma basocelular, carcinoma espinocelular, histiocitoma, linfoma
cutaneo e outros tumores. (BRASIL 2009)

Os métodos parasitologicos, incluindo a detec¢do de parasitas em esfregacos,
analise histopatologica e cultura in vitro sdo as melhores maneiras para confirmar o
diagnostico da leishmaniose. No entanto, devido a escassez de parasitas nas lesdes da
pele e mucosas, os testes parasitoldgicos podem apresentar sensibilidades variadas.
Portanto, o diagnostico de rotina ¢ realizado principalmente combinando as
caracteristicas clinicas / epidemiologico com métodos imunoldgicos. As abordagens
sorologicas, tais como a reagcdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) e o ensaio
imunoenzimatico (ELISA) representam importantes ferramentas de diagnostico, porém
a Intradermorreacdo de Montenegro (IDRM) ¢é o teste imunoldgico mais utilizado
(PASSOS et al., 2000). A IDRM pode dar resultados positivos apos anos de cura clinica
e também em pacientes que tiveram apenas infeccdes, o que invalida seu uso no
diagnostico de lesdes recidivantes em individuos que ja tiveram a doenga (VIDIGAL et
al 2008).

O uso da maioria dos métodos sorologicos disponiveis para o diagnostico de
LTA ainda ¢é controverso, principalmente considerando a baixa sensibilidade,
especificidade e reprodutibilidade. Os principais fatores responsaveis pelo baixo
desempenho das técnicas convencionais sorologicas compreendem os titulos de
anticorpos baixos observados em pacientes com LTA (BRITO et al., 2000), a falta de
correlagdo entre a sorologia positiva e a presenga de doencga ativa (BRITO et al., 2001;
GONTIO et al, 2002) e a elevada freqiiéncia de reatividade cruzada com os outros
Tripanosomatideos, principalmente L. chagasi ¢ Trypanosoma cruzi (VEXENAT et al,
1996).

Assim, o desenvolvimento de novas metodologias mais eficazes para o
diagnostico representa um campo relevante de investigacdo. Varios esforgos t€ém sido
feitos com o objetivo de construir uma abordagem mais confidvel para o diagndstico

sorologico da LTA usando preparacdes de antigenos distintos para detectar anticorpos



anti-leishmania (GONCALVES et al, 2002; RYAN et al, 2002; CELESTE et al, 2004;
ROCHA et al., 2006). Um método confiavel para o diagnostico, baseado em citometria
de fluxo para detectar anticorpos anti-L. (V.) braziliensis, foi descrito por Rocha et al.
(2002). Embora estes autores demonstrassem a aplicabilidade do teste para o
diagnostico de LTA, a metodologia proposta apresentava alguns inconvenientes
praticos, principalmente, devido ao uso de parasitas vivos, bem como as dificuldades
para manter culturas constantes de L. (V.) braziliensis para fornecer parasitas vivos para
diagnostico de rotina, e a necessidade do citometro de fluxo que € caro e ausente em
varios laboratorios. Apesar destes inconvenientes, o elevado desempenho da sorologia
pela citometria de fluxo, em comparagdo com metodologias convencionais aplicados no
diagnoéstico da LTA, estimulam os avangos para a otimizacdo desta metodologia,
utilizando antigenos de L. (L.) amazonensis fixados como suporte para detec¢do de IgG

e sus subclasses (ROCHA et al. 2006).

1.6 Tratamento

O tratamento da LTA ¢ baseado na quimioterapia, principalmente com a
administracdo de antimonio pentavalente. Os antimoniais sdo altamente toxicos e sdo
administrados através de injecdes endovenosas ou intramusculares, por um periodo de
20 a 30 dias. Em caso de falhas terapéuticas, deve-se optar por medicamentos de
segunda escolha. (BRASIL 2009).

Além da toxicidade, uma das limita¢des no tratamento ¢ a falta de um critério
objetivo para a cura, sendo que o critério adotado por muitos clinicos ¢ a cura completa
da lesdo que consiste para a forma cutanea, da epitelizacdo das lesdes ulceradas,
regressdo total da infiltragdo e do eritema. Para a forma mucosa a cura é baseada na
regressao de todos os sinais e comprovado pelo exame otorrinolaringolégico. (BRASIL
2009) No entanto, este ¢ um critério insatisfatorio, ja que a reativagdo de lesdes podem
ocorrer mesmo apos o tratamento (GONTIJO et al. 2003), por isso é necessario que o
paciente faga acompanhamento por um periodo de 12 meses ap6s o tratamento para ser
avaliada a cura clinica (BRASIL 2009). A Organiza¢ao Mundial de Satide sugere que os
critérios clinicos sejam suportados por dados soroldgicos, portanto, esses fatos apontam
para a necessidade de novas ferramentas que possam ajudar a determinar o diagnostico

e o prognostico eficiente da leishmaniose tegumentar americana. (BRASIL, 2006)

1.7 Avaliacao de soros através da Citometria de Fluxo



Pissinate et al. (2008) analisaram por citometria de fluxo a detec¢do de
anticorpos (IgG) anti-promastigotas de L. amazonensis fixados com paraformaldeido
(FC-AFPA-IgG) e concluiram que o uso da FC-AFPA-IgG apresentou um excelente
desempenho para diagnosticar a LTA , além de demonstrar um potencial no diagndstico
diferencial com outras doengas dermatoldgicas.

Gomes et al (2010) analisaram por citometria de fluxo a porcentagem de
parasitas com fluorescéncia positiva, apds a incubacdo de promastigotas de L. chagasi
prefixadas com paraformaldeido, em amostras de soros de pacientes com LV. Antes do
tratamento, o perfil das subclasses de IgG foi caracterizado pela presenga de IgG1 maior
do que IgG3 e auséncia de 1gG2 e IgG4 nos soros testados. A analise de amostras
individualmente para FC-AFPA-IGglindicou quel9% dos pacientes apresentavam
soros ndo reagentes aos dois meses pos-tratamento. Aos seis meses, 0 nimero de nao
reagentes aumentou para 76% dos pacientes. Ja para FC-AFPA-IgG3, 90,5% dos
pacientes apresentaram soros ndo reagentes aos dois meses e 95,2% dos pacientes aos
seis meses, mostrando que a IgG3 pode ser um biomarcador para monitorar a cura pos-
terapéutica.

Pereira et al. (2012) mostraram que a citometria de fluxo tanto para anticorpos
anti-leishmania vivas (FC-ALPA), quanto anti-leishmania fixadas, tém potencial
promissor para identificar casos ativos de LTA, j4 que a porcentagem de parasitas
fluorescentes positivos para FC-ALPA-IgG e FC-AFPA-IgG antes do tratamento foi
86% e 90% respectivamente, porém, os autores sugerem que novos estudos sdo
necessarios para se obter valores clinicos dessa abordagem , podendo assim validar seu
uso em futuras pesquisas.

Para verificar um padrio sorolégico de doenga e de cura, Garcia et al. (2009)
compararam testes sorologicos de paciente portadores de LV com pacientes tratados.
Eles concluiram que existe um melhor potencial do uso da FC-AFPA-IgG (total)
diagnosticar a LV e avaliar a cura pds-terapéutica em comparagdo ao ELISA. O uso

deste ultimo método nao preve falhas pos-terapéuticas e recidivas.

1.8 Avaliacao de soros através do ELISA

Em pacientes portadores de LTA, pode ser observada uma predominancia de
IgGl, seguida de IgG3 e niveis semelhantes e mais baixos de IgG2 e IgG4,
caracterizando dessa forma, a [gG1 e IgG3 como as subclasses de IgG mais promissoras

para o diagnodstico de LTA. (SOUZA et al., 2005; PISSINATE et al. 2008). Souza et al.



(2005) analisaram os perfis das classes de imunoglobulinas pelo teste ELISA, utilizando
antigeno soluvel de L. amazonensis e observaram que nas amostras avaliadas, além da
IgG e IgE, que estavam presentes em, respectivamente, 94,6% e 97% da amostras,
também estavam presentes IgA e IgM em 57,5% e 21,5% respectivamente. Os autores
relatam ainda que a IgA estava presente em pacientes com quadro clinico de
leishmaniose mucosa, a IgE nos processos iniciais da doenca e a IgG, principalmente
IgG1 e [gG3, na LC.

Pedras et al (2003) avaliaram por ELISA a queda de anticorpos IgG total, IgG1
e IgG3 especificos para L. Braziliensis, em pacientes portadores de LM ou leishmaniose
mucocutanea (LMC) antes e apés o tratamento. Eles observaram uma diminui¢do
significativa de IgG total aos 90 dias para os pacientes com LM e aos 180 dias para os
pacientes com LMC. Uma diminuicdo significativa de IgG1 aos 180 e de IgG3 aos 90
dias pos-tratamento para LM. Para LCM observaram diminuigao significante de IgG1 e
IgG3 até os 180 dias, concluindo que a IgG3 especificos para L. Braziliensis ¢é o
primeiro anticorpo a ter niveis menores apos o tratamento.

Ozbilge et al (2006) avaliaram os niveis de IgG e das subclasses de IgG em
soros de pacientes com LC através da nefelometria. Eles observaram que os niveis de
IgG, IgG1 e IgG3 foram significativamente mais elevados no soro de pacientes com LC
ativo do que no soro do grupo controle, e concluem que a avaliagdo das concentragdes
destas imunoglobulinas no soro dos pacientes, pode ser utilizada como um marcador de
prognostico para a avaliagdo de pacientes com LC ativa.

Fagundes-Silva et al., (2012) investigaram a dindmica da producdo de
subclasses de IgG na evolugdo clinica pos-tratamento da LC. Apos 24 meses de cura
clinica, 73% das amostras foram negativas para IgG1 e 78% foram negativos para 1gG3,
os autores concluiram entdo, que a deteccdo de anticorpos IgGl e IgG3 séricos anti-
Leishmania ¢ uma estratégia laboratorial para ajudar na decisdo da interrup¢dao do

seguimento ambulatorial de pacientes com LC.

1.9 Avaliacio de soros através do Western Blotting

O Western blotting ¢ frequentemente usado em pesquisas com o objetivo de
separar e identificar proteinas. Nesta técnica, utiliza-se uma mistura de proteinas que
sdo separadas com base no peso molecular e carga por meio de eletroforese em. As

proteinas sdo entdo, transferidas para uma membrana produzindo uma banda para cada



proteina, promove-se entdo a marcacdo de proteinas alvo utilizando anticorpos
especificos (MAHMOOD; YANG, 2012).

Masuda et al (1989) analisaram a antigenicidade de promastigotas de L.
braziliensis por imunoblotting, usando para isso soros de diferentes pacientes portadores
de LTA, LV, esquistossomose, malaria e Doenca de Chagas. O soro dos pacientes
portadores de LTA reagiu constantemente com a proteina de 60 kDa, diferentemente
dos soros dos pacientes portadores das outras doengas (ou enfermidades), os quais ndo
apresentaram reatividade com essa proteina, indicando que a proteina de 60 kDa poderia
ser usada para o diagnostico soroldgico de LTA.

Isaza et al. (1997) fizeram uma pesquisa para verificar a presenga de anticorpos
no soro de pacientes no pré-tratamento e no pés-tratamento e concluiram que o método
do Western Blot ¢ mais sensivel do que a RIFI para deteccdo de anticorpos anti-
leishmania.

Brito et al (2001) compararam as técnicas de imunoblotting, ELISA e
imunofluorescéncia indireta para monitorar a cura clinica de LTA em pacentes
infectados com Leishmania (Viannia) braziliensis. Uma clara diminuigdo da reatividade
do anticorpo IgG (total) foi observado apo6s a cura clinica para todos os antigenos
estudados, com a excecdo do antigéno de 19 kDa, cuja frequéncia de reconhecimento,
de fato, aumentou nos pacientes com cura esponanea. Eles sugerem que este antigénio
pode desempenhar um papel na imunidade protetora contra a leishmaniose cutanea. As
frequéncias de reconhecimento dos antigénos com maior incidéncia de reatividade (27 e
30 kDa) diminuiram cerca de 2 vezes em pacientes clinicamente curados, sugerindo que
estes poderiam ser uteis como um marcador de cura de LC. Além disso, alguns dos
individuos saudaveis que vivem em areas endémicas apresentram o mesmo padrio de
reatividade em immunoblotting de pacientes com LC ativa, possivelmente
representando individuos assintomaticos infectados.

Gongalves et al (2002) realizaram western blotting com antigenos derivados de
L. braziliensis obtendo 41 proteinas principais de L. braziliensis com pesos moleculares
variando de 13 kDa a 105 kDa. Quando foi feita a aplicagdo de soro de pacientes com
LTA sobre essas membranas, as reagdes mais frequentes foram com proteinas de peso
molecular 48 kDa, 58 kDa e 63 kDa, sendo essa ultima a que apresentou maior
frequencia de reagdo (63,9%) com os soros.

Vidigal et al (2008) mostraram boa sensibilidade e especificidade no

diagnostico da LTA pela técnica de western Blotting utilizando fragdes antigénicas de
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promastigotas de L. braziliensis purificadas e soros de pacientes com LTA. A presenca
de proteinas de peso molecular aparente entre 70 e 72 kDa que foram as mais reativas
com os soros de pacientes LTA.

Em uma pesquisa com a técnica de imunoblotting realizada com soros de caes
com LTA (L. braziliensis), Zanini et al (2010) verificaram que existem diferencas entre
os padrdes de anticorpos (IgG e IgG2) individuos assintomaticos e sintomaticos. A
ligacdo dos anticorpos a antigenos de L. braziliensis de diferentes massas moleculares
foi maior em cées sintomaticos. A ligagdo ocorreu em 15 proteinas que variavam de 17
a 97 kDa em cdes sintomaticos e 4 proteinas de alto peso molecular (66 kDa a 97 kDa)
em caes assintomaticos.

Atualmente, as pesquisas buscam identificar marcadores imunologicos que
permitam compreender os processos de resisténcia e cura da LTA, sendo assim, como
ainda ndo foram padronizados critérios objetivos de cura, existe a necessidade de que
novos trabalhos sejam desenvolvidos afim de se encontrar melhores suportes para os

critérios de cura.
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2 JUSTIFICATIVA

Apoés o tratamento da leishmaniose cutinea, o critério de cura adotado ¢ a
cicatrizacdo da lesdo. No entanto, este ¢ um critério insatisfatorio, ja que a reativagdo de
lesdes pode ocorrer mesmo apos o tratamento (GONTILJO et al.,, 2003).

Alguns trabalhos ja foram realizados utilizando a técnica de citometria de fluxo
ou ELISA para verificar a presenca de subclasses de IgG no pré e pos-tratamento. De
uma maneira geral, foram observados resultados que discriminam a resposta imune
humoral antes e apds o tratamento (ISAZA et al., 1997; GARCIA et al., 2009), porém, a
citometria de fluxo ¢é realizada com aparelhos caros e disponiveis em poucos
laboratoérios, ja o ELISA ¢ uma técnica simples que todos os laboratérios sdo capazes de
realizar.

Alguns autores descrevem que as imunoglobulinas IgG1 e IgG3 desaparecem
do soro com a cura clinica dos pacientes (FAGUNDES-SILVA et al., 2012). Assim,
espera-se que a deteccdo de anticorpos IgG3 contra antigenos de leishmania durante a
infeccdo ativa irdo desaparecer mais rapidamente que a IgG total. Somado a isso, a
utilizacdo do western blotting pode determinar os antigenos mais ou menos reativos. A
combinagdo da reatividade de IgG3 contra antigenos separados em western blotting
podera gerar resultados uteis para o desenvolvimento de um biomarcador para pacientes

portadores de LTA.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivos gerais
Identificar diferencas no reconhecimento de proteinas de L. (V.) braziliensis
por anticorpos IgG totais ou IgG3 obtidos de soro de pacientes com leishmaniose

tegumentar americana cutanea antes e apds o tratamento.

3.2 Objetivos Especificos.

1- Avaliar a reatividade de IgG total ou IgG3 de soro de pacientes com LTA,
antes e apos o tratamento, com antigenos de extrato bruto de L. (V.)

braziliensis pela técnica de ELISA.

2- Avaliar o perfil de proteinas detectadas por anticorpos IgG total ou IgG3 de
soro de pacientes com LTA, antes e apos o tratamento, pela técnica de

western blotting.
3- Correlacionar as alteragdes da reatividade de IgG3 com antigenos de

extrato bruto de L. (V.) braziliensis observadas no ELISA ¢ western

blotting dados do paciente.
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4 METODOS

4.1 Pacientes e obtencao dos soros

Os pacientes deste estudo foram atendidos no Hospital de Doencas Tropicais
Anuar Auad (HDT)/GO pela infectologista Dr* Ledice Inacia Aratjo Pereira. O sangue
dos pacientes portadores de LTA foi coletado em tubos a vacuo sem anticoagulante para
obtencdo do soro. O sangue de individuos controles foi obtido do banco de sangue do
Instituto Goiano de Oncologia e Hematologia. Os soros foram glicerinados com uma
parte de glicerol e uma parte de soro e armazenado a -20C até a utilizacdo. Foram
incluidos neste estudo apenas soro de pacientes confirmados com a infec¢do por
Leishmania sp. de acordo com os dados clinicos epidemiologicos e pela confirmagéo de
pelo menos um dos exames laboratoriais (Presenca de amatigotas em laminas de
biopsias ou inprint, IDRM maior do que 5 mm, reatividade positiva em reacdo da
polimerase em cadeia (PCR) ou titulo em RIFI > 80). Foram excluidos do estudo soro
de pacientes que ndo foi confirmada a infec¢do com leishmania, pacientes com idade
inferior a 18 anos, pacientes que ja estavam fazendo uso de medicac@o e também aquele
que nao foi possivel a obtencao dos dados ou soros dos retornos em 6 e¢ 12 ou 18 meses.
Este projeto ¢ associado ao Banco Imunologico de Leishmanioses da Regido Centro-
Oeste (Leishbank) e projetos associados, com protocolos aprovados pelo Comité de
Etica e Pesquisa Humana e Animal do Hospital das Clinicas (HC — UFG), Proc. N°
125/2004 (ANEXO 1). O Termo de Consentimento Livre ¢ Esclarecido (ANEXO 2) foi
assinado pelos doadores de sangue. Soros dos controles sadios foram obtidos do Banco
de Sangue do Instituto Goiano de Oncologia ¢ Hematologia (INGOH). Através dos
prontuarios dos pacientes, também foram coletados dados epidemioldgicos tais como:
Sexo, idade, necessidade de retratamento, forma da doenga e tempo de cura clinica.
Participaram do estudo 15 pacientes que, apds o diagndstico, foram tratados
com o farmaco de primeira escolha, o antimonial petavalente (antimoniato de N-metil
glucamina, Glucantime, Aventis, SP, Brazil; 20 mg/kg/dia/20 dias) ou de segunda
escolha, a anfotericina B (Anforicin B, Cristalia, SP, Brazil; dose total de 1,700 mg).

Foram considerados curados (cura clinica) os pacientes com cicatrizagao das lesdes sem
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recidiva apds 6 meses de acompanhamento. Para controle das reagdes, foram utilizados

soros de 19 pacientes sadios.

4.2 Obtencao de antigenos das formas promastigotas de
Leishmania (V.) braziliensis e obtengao de extrato protéico total.

O isolado de Leishmania (V.) braziliensis (MHOM/BR/2003/IMG3c¢) foi obtida
do Banco imunobiolégico de leishmanioses da regido Centro-Oeste (Leishbank). Os
parasitos foram cultivados em meio de Grace (Grace’s Insect Medium, Sigma®
Chemical Co., NY, EUA) suplementado com 20% de SBF (Soro Bovino Fetal,
Cripion®, Sdo Paulo, Brasil) inativado (56 °C por 1 h), 2 mM de L-glutamina, 100
U/mL de penicilina e 100 pg/mL de estreptomicina (Sigma®) em placas de 24 pogos
(TPP, Suiga) a 26 °C, em estufa B.O.D. [do inglé€s Biochemical Oxygen Demand (Eletro
Lab, Sao Paulo, SP)]. Os parasitos foram repicados para novo meio de cultura a cada
dois ou trés dias, sempre iniciando a cultura com 1 x 10° promastigotas/mL. Foram
utilizados no estudo formas promastigotas em fase estaciondria do crescimento (seis
dias de cultura). As promastigotas foram lavadas trés vezes em PBS e estocadas a -70°C
na presenga de 1% inibidor de protease (Sigma®). Para os ELISAs, 2,5 x 108 parasitos /
mL foram lisados por congelamento em nitrogénio liquido e descongelamento a 37°C
por cinco vezes. Para o western blotting os parasitos foram estocados a -70°C em
tampao de lise (10 mM Tris-HCI pH 7,5; 150 mM NacCl; 2% SDS) seguindo da lise
por congelamento em nitrogénio liquido e descongelamento a 37°C por cinco vezes. O
extrato proteico foi homogeneizado, aliquotado em tubos eppendorfs e congelados a -
70°C. Para a eletroforese das proteinas, o extrato foi descongelado e diluido em tampao
de amostra (62,5 mM Tris pH 6,8; 2,5% SDS; 10% glicerol; 2,5% p-mercaptoetanol;
1% EDTA; 0,015% azul de bromofenol) na proporcdo de 1:1 e em seguida fervido por 3
minutos. Foram aplicados 3 pL de cada amostra por canaleta nos géis de poliacrilamida-

SDS.

4.3 Ensaio Imunoenzimatico (ELISA)

A placa para ELISA de alta ligagdo (JetBiofil®) foi sensibilizada com 50 pL de

extrato bruto (2,5 x 10% parasitos / ml) de L. braziliensis por pogo. A placa foi incubada

15



por 2 horas a 37°C. Ao fim deste tempo, as placas foram lavadas trés vezes com PBS-
Tween e bloqueadas com 150 ul de solucdo de bloqueio (3% de SBF em PBS), a
temperatura ambiente (T.a.) por 1 h. Depois, as placas foram novamente lavadas 3 vezes
com PBS-Tween e adicionou-se 100 pL por pogo dos soros dos pacientes diluidos 1:100
em solucdo de bloqueio. As placas foram incubadas por 18 h a 4°C, seguindo-se da
lavagem por 3 vezes com PBS-Tween. Posteriormente foram 50 pL. dos anticorpos
comerciais anti-IgG3 (1:1000) ou anti-IgG total biotinilado (1:1000) ambos da Sigma®
em solu¢do bloqueiopor 1 hora t.a.. Apés lavar 3x com PBS-Tween foi adicionado aos
pocos contendo o anticorpo anti-IgG3 50 puL de anticorpo anti-IgG de camundongo
conjugado com peroxidase (1:1000) e aos pocos contendo anti-IgG total biotinilado 50
uL de estreptoavidina conjugada a peroxidase (1:2000) em solucdo de bloqueio. Apos
25 minutos (T.a), as placas foram lavadas 5 vezes com PBS-Tween e foi adicionada a
solucdo reveladora (TMB), por 20 min (T.a.). A reacdo foi finalizada com a adi¢do de
20 pL de acido sulfurico 2 N. A leitura das placas foi realizada em leitora de ELISA
(MULTISKANP®), utilizando filtro a 550 nm. Em todas as placas foram incluidos soros
controles negativos para se fazer a médias da densidade otica (DO) + desvio padrao

(DP).

4.4 Eletroforese em gel de poliacrilamida sob condicées

redutoras

As proteinas de L. braziliensis foram separadas em géis de
poliacrilamida-SDS de 12% em cuba Mini-Protean (BioRad). As corridas foram
realizadas a 100 V, em tampao Tris-glicina (2,4g Tris pH 8,3; 11,52g glicina; 0,1% SDS
em 800 ml) por 120 minutos. Como marcadores de peso molecular foram utilizados

SeeBlue® Plus2 (NOVEX) (Figura 5)
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Figura 5. Marcador de peso molecular SeeBlue® Plus2 (NOVEX)
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4.5 Western blotting

Para realizacdo do Western blotting o extrato protéico total dos parasitos
foram fracionados em gel de poliacrilamida-SDS, seguido da transferéncia semi-seca
para membranas de nitrocelulose (Hybond-ECL, Amersham-Pharmacia) em tampao de
transferéncia (5,8g Tris-Base, 2,9g glicina; 0,37g SDS, 200 ml metanol, 1000 ml com
agua destilada) usando o aparelho “Trans-Blot® SD-Semidry Transfer Cell” (BioRad),
a 100 V, por 60 minutos. Apos a transferéncia, as membranas foram bloqueadas com
tampao de bloqueio (Tris 10 mM pHS8; NCI1 150 mM; Tween 20 a 0,1%; leite desnatado
5%) por 2 h ta., sob agitagdo. As membranas, contendo as proteinas, foram entdo
incubadas com soro dos pacientes, diluidos 1:10 em solu¢do de bloqueio. As
membranas foram lavadas 3x com PBS Tween, por 5 minutos e incubadas com
anticorpos policlonais de cabra anti-IgG total conjugado peroxidase (1:1000 em solucdo
de bloqueio) por 25 minutos ou com anticorpos policlonais de camundongo anti-IgG3
(1:500 em solugdo de bloqueio), por 1 hora, a t.a., sob agitagdo leve. As membranas
incubadas com anticorpos anti-IgG3 foram lavadas 3x com PBS Tween por 5 minutos e
foram incubadas com anticorpos anti-IgG de camundongo conjugado a peroxidade
(1:500 em solugdo de bloqueio). As membranas foram lavadas 4x com PBS Tween por

5 minutos. A revelagdo foi feita com DAB pastilha (Sigma).

4.6 Analises estatisticas
Os resultados foram comparados quanto as diferencas dos mesmos

através do teste ANOVA seguido pelo teste de Tukey (comparagdo multipla). Foi usado
o programa Graph-Pad Prism Sophtware 5.0 (Inc. San Diego, CA, USA). Os resultados
estdo expressos pela média + DP como descrito em cada figura. O nivel de significancia

foi estabelecido com o valor de p < 0,05.
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5 RESULTADOS

Participaram do estudo 15 pacientes com LTA atendidos no Hospital de Doengas
Tropicais Anuar Auadi. O diagnoéstico foi baseado nos dados clinicos associados aos
dados epidemioldgicos e a confirmagao laboratorial foi feita por pelo menos um dos
exames: exame direto (60%), PCR (53,3%), Histopatologico (26,6%),
Intradermorreacdo de Montenegro (=5 mm) (53,3%) ou imunofluorescéncia (IFI> 80)
(6,6%). Os pacientes apresentavam idade entre 20 ¢ 56 anos (média 39,2 anos) ¢ a
maioria era do sexo masculino (80%). Quanto a forma clinica da doenca, 66,7%
apresentavam leishmaniose cutanea, 6,6% leishmaniose cutanea disseminada e 26,7%
leishmaniose mucosa. Seis pacientes necessitaram de retratamento e o tempo médio de
cura das lesdes apds o inicio do tratamento foi de 5,46 meses, variando de 1 a 18 meses

para todos os pacientes do estudo (Tabela 1).

Tabela 1. Caracteristicas clinicas dos pacientes portadores de Leishmaniose Tegumentar Americana

SEXO
Masculino 12 (80%)
Feminino 3(20%)
IDADE 39,2+11,2
RETRATAMENTO 6(40%)
FORMA DA DOENCA
LC 10(66,7%)
LD 1(6,6%)
LM 4(26,7%)

TEMPO MEDIO DE CURA DAS LESOES 5,46+5,55 meses

Analise das caracteristicas dos 15 pacientes portadores de Leishmaniose Cutanea (LC), Leishmaniose
Cutanea Disseminada (LD) e Leishmaniose Mucosa (LM), participantes do estudo

A presenca de anticorpos especificos para leishmania no soro dos pacientes foi
analisado por ELISA, diferenciando-se a presenca de todas as subclasses de 1gG (IgG

total) da subclasse IgG3. Na figura 1 pode ser observado que os soros dos pacientes
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com leishmaniose, no momento do diagnostico, apresentavam uma maior quantidade de
IgG total (Fig. 6A) e IgG3 (Fig. 6B) do que os controles ndo infectados. Seis meses
apods o inicio do tratamento, observou-se que a IgG total no soro dos pacientes estava
maior do que o controle, voltando aos niveis semelhantes aos dos controles apenas
12/18 meses apos o inicio do tratamento. Ja a quantidade de 1gG3 estava maior do que o
controle apenas no momento do diagnostico, voltando aos niveis semelhantes aos dos
controles a partir de 6 meses apds o inicio do tratamento. Quando foi comparada a
diferenga as DO dos soros dos soros dos pacientes nos diferentes tempos 6 e 12/18
meses ndo se observou diferenca significativa entre eles tanto para IgG total, quanto

para IgG3, (Figura 6).
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Figura 6. IgG3 especifica para leishménia em soros de pacientes retorna aos valores normais mais
rapidamente que IgG total. Soros de pacientes diagnosticados com LTA antes do tratamento (T0) e
apos o tratamento (6 e 12/18 meses) foram testados quanto a reatividade em ELISA para antigenos de L.
(V.) brazilienesis. As barras indicam média (£DP) das absorbancias. Letras diferentes significam

diferenga estatistica entre os grupos medida pelo teste de ANOVA seguido por Tukey (p< 0.05).

Estes dados mostraram que a IgG3 regride mais precocemente aos valores
normais do que a IgG total. Para verificar se os titulos mais baixos de IgG3 contra
leishméania estavam relacionados com uma cura mais precoce das lesdes, os pacientes
deste estudo foram divididos em dois grupos, sendo que o grupo A foi composto por
pacientes que apresentaram cicatrizagdo da lesdo em 1 més e o grupo B composto por
aqueles com cicatrizagdo posterior a 1 més (Tabela 2).

Pode ser observado na tabela 2 que no grupo A, 57,14 % dos participantes
eram do sexo masculino, ja no Grupo B 100% eram masculinos, no grupo A a idade

média foi de 39,85 anos semelhante com a do grupo B (38,75anos), em relagdo a
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necessidade de retratamento, 1 dos 7 pacientes (14,3 %) necessitaram no Grupo A, ja no
grupo B 5 (62,5%) dos 8 pacientes foram submetidos a um novo tratamento. Ressalta-
se que a Unica paciente que necessitou retratamento no grupo A possuia um historico de
lesdo mucosa de cerca de 10 anos. A forma de leishmaniose predominante no grupo A
foi a cutanea (85,7%) e uma paciente (14,3%) apresentou a forma mucosa, no grupo B a
forma cutinea foi também a predominante em 50% dos pacientes, seguida da forma
mucosa (37,5%) e nesse grupo havia um paciente com a forma cutdnea disseminada
(12,5%). O tempo médio de cura das lesdes serviu de pré-requisito para a divisdo dos
grupos e dessa forma, o Grupo A teve o tempo médio de cura de 1 més e o grupo B a

média foi de 9,37 meses.

Tabela 2. Caracteristicas clinicas dos pacientes portadores de Leishmaniose Tegumentar

Americana separados em grupos conforme o periodo de cura clinica

*Grupo A (n=7)  **Grupo B (n=8)

SEXO

Masculino 4(57,14%) 8 (100%)

Feminino 3(42,86%) 0(0%)
IDADE 39,85+£12,29 anos  38,75+9,44 anos
RETRATAMENTO 1 (14,3%) 5(62,5%)
FORMA DA DOENCA

L. Cutanea 6(85,7%) 4(50%)

L. Cutanea Disseminada 0(0%) 1(12,5%)

L. Mucosa 1(14,3%) 3(37,5%)
TEMPO MEDIO DE CURA DAS 1 més 9,37+4,6 meses
LESOES

Os pacientes participantes foram divididos em dois grupos tendo como referéncia o tempo de cura. O
grupo A* composto por pacientes que apresentaram cura clinica em 1 més e grupo B** pacientes que

apresentaram cura clinica entre 3 ¢ 18 meses.

Ao analisarmos a quantidade de IgG total especifica para antigenos de
leishméania dos pacientes do grupo A (Figura 7A), observa-se que no momento do
diagnostico (TO) houve diferenca significante quando comparada com o controle, porém
no tempo 6 e 12/18 meses ndo houve essa diferenga. No grupo B (figura 7B), a
quantidade de IgG total em todos os tempos avaliados foi semelhante entre si e diferente

do controle. No caso da IgG3 especifica para leishménia, observa-se que no grupo A
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(figura 7C) o soro de pacientes e controles possuiam quantidades semelhantes deste
isotipo em todos os tempos analisados. Por outro lado, a quantidade de IgG3 no soro
dos pacientes do grupo B foi maior que a dos controles no momento do diagnostico,
mas estes anticorpos regrediram para niveis semelhantes aos dos controles apos 6 meses
de tratamento (figura 7D). Ressaltamos que todos os pacientes deste estudo alcangaram
a cura clinica das lesdes e que o retorno das DOs de IgG3 aos valores normais precedeu
a cura clinica dos grupos, enquanto IgG total manteve-se significativamente mais alta

que os controles.
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Figura 7.: Baixa quantidade de IgG3 no momento do diagnostico esta associada a cura mais
rapida da lesdo. Soros de pacientes diagnosticados com LTA antes do tratamento (T0) e apds o
tratamento (6 e 12/18 meses) em dois grupos; A (cura em 1 més) e B (cura apds 1 més), foram testados
quanto a reatividade em ELISA para antigenos de L. (V.) brazilienesis. As barras indicam média (+DP)
das absorbancias. Letras diferentes significam diferenca estatistica entre os grupos medida pelo teste de

ANOVA seguido por Tukey (p< 0.05).

Como existe variagdo no reconhecimento dos diferentes antigenos de leishmania

por soro dos individuos e devido a possibilidade de maior quantidade de reacdes
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cruzadas ou inespecificas quando ¢ utilizado antigeno total dos parasitos, resolvemos
analisar se existem antigenos reconhecidos pelo isotipo IgG3 que discrimine melhor os
pacientes que apresentaram uma cura mais precoce. Inicialmente analisamos se existe
alguma proteina dos parasitos que seja mais facilmente reconhecida por soros de
individuos sadios e verificamos que os 2 controles que apresentaram as maiores DOs
para IgG3 também apresentaram no western Blotting reatividade de IgG3 contra um
antigeno de aproximadamente 14 kDa e essa reatividade ndo ocorreu com os controles
que apresentaram absorbancias menores, ja para IgG total, essa relagdo de reatividade

com o antigeno de 14 kDa e o valor de absorbancia maior nao foi verificada. (Figura 8)
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Figura 8. Reatividade das imunoglobulinas (IgG3 e IgG total) com antigenos de L. (V.) brazilienesis
no Western Blotting para controles negativos. Cada fita representa a reatividade de IgG3 ou IgG total
contra antigenos totais de L. (V.) braziliensis. A primeira e a ultima fita correspondem ao padrdo de peso

molecular. No quadro abaixo encontra se a associacdo com a absorbancia detectada no ELISA.

Para verificar quais antigenos reconhecidos pela IgG3 discriminam melhor os
pacientes que apresentaram uma cura mais precoce, os antigenos dos parasitos foram
separados em eletroforese e revelado com o soro dos pacientes coletados ao longo do

tratamento por western blotting (Figura 9).
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Analisando a reatividade de anticorpos IgG3 aos antigenos de leishmania de
peso molecular proximo de 49 KDa, (Seta fina) no grupo A, observa-se que soros de
pelo menos quatro pacientes (9, 15, 16 e 20) reagiram contra este antigeno no momento
do diagnéstico. Ressalta-se que em 3 dos 4 pacientes (9, 16 e 20) a DO observada no
ELISA para [gG3 contra antigenos totais de leishméania no tempo zero foi maior que a
DO média dos controles mais um desvio padrdo. Nao foi observada reatividade para
estes antigenos nos outros pacientes do Grupo A. Para IgG total no grupo A, com
exce¢do do paciente 4, todos os outros pacientes apresentaram reatividade a este
antigeno em um ou mais tempos analisados. No grupo B, todos os pacientes
apresentaram reatividade de anticorpos IgG3 e IgG total aos antigenos de peso
molecular proximo de 49 KDa. Foi possivel observar em ambos os grupos que a
intensidade das bandas formadas pela reatividade dos antigenos de leishmania com o
anticorpo IgG3 foi aparentemente menor apds a cura clinica dos pacientes e essa
diminui¢@o aparentemente ndo é observada para IgG total.

Outro antigeno que chamou a atencdo pela reatividade com IgG3 foi o de peso
molecular proximo de 28kDa (seta Grossa). Ressalta-se que no grupo A ndo foi
verificada reatividade dos anticorpos dos pacientes a esse antigeno ¢ no grupo B, em
todos os pacientes houve reatividade em pelo menos um dos tempos avaliados. Outra
observagdo foi que, em 7 dos 8 pacientes (1, 10, 12, 13, 14, 18 e 19), a intensidade das
bandas foi aparentemente maior no momento que antecedeu a cura clinica, ocorrendo,
uma diminui¢do da intensidade apds isso. Assim como ocorrido com os antigenos de 49
kDa, a reatividade de antigenos de peso molecular préximo de 28kDa com IgG total ndo

apresentou um padrao homogéneo para analise.
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Figura 9. Densidade Otica no ELISA e a reatividade das imunoglobulinas (IgG3 e IgG total) com
antigenos de L. (V.) brazilienesis no Western Bloting foi menor nos pacientes com cura precoce.O
grafico de barras (esquerda) representa média (£DP) das absorbancias observada no soro de cada paciente
ou controle e a figura (direita) representa a reatividade em Western Blotting para antigenos de L. (V.)
brazilienesis pelo soro do mesmo paciente. A seta grossa indica reatividade a antigenos de com peso

molecular proximo de 28 kDa e a seta fina representa reatividade a antigenos de antigenos de 49kDa.
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6 DISCUSSAO

Os pacientes portadores de LTA tratados no HDT, em sua maioria, sdo
moradores do interior do Estado, o que dificulta a ades@o ao tratamento e os retornos
sistematicos, sendo assim, a pesquisa foi realizada utilizando soros de 15 pacientes,
nimero este, proximo ao utilizado por Gomes et al (2010) com soros de 21 pacientes,
Fagundes-Silva et a/ (2012) com soros de 23 pacientes e Ozbilge et al(2006) com soros
de 30 pacientes. Identificamos que os niveis de IgG3 e IgG total nos pacientes antes do
tratamento eram maiores que do grupo controle, conforme foi descrito por Pedras et al
(2003), Souza et al (2005), Ozbilge et al (2006), Garcia et al. (2009), Gomes et al (2010)
e Fagundes-Silva et al., (2012).

A queda de IgG3 dos soros de pacientes diagnosticados com LTA comparada
com a queda de IgG total nos mesmos soros, no decorrer do tratamento analisado pelo
ELISA, foi estatisticamente diferente, ja que, para IgG3, houve uma queda
estatisticamente significante no tempo de 6 meses e para IgG total a queda foi
significante apenas com 12/18 meses, indicando que a presenga de IgG3 especifica para
L. (V.) braziliensis torna-se negativa mais precocemente. Esta observagdo condiz com os
dados apresentados no trabalho de Fagundes-Silva et al, (2012) que demonstrou
negatividade de 78% dos soros para IgG3 em 24 meses e em apenas 37% para IgG total
no mesmo periodo.

Comparando os grupos A e B podemos postular que a baixa DO de IgG3 dos
pacientes do grupo A no tempo 0 pode indicar uma cura clinica mais rapida (em 30 dias).
Esta analise no momento do diagndstico pode ser uma ferramenta util para se dar uma
atencdo maior aos pacientes com DO de IgG3 alta podendo ser aconselhavel uso de
novos medicamentos ou até associacdo deles.

A cinética dos anticorpos anti-leishmania presentes no soro dos diferentes
pacientes variou entre queda, estabilidade e aumento, similar ao ocorrido no trabalho de
Fagundes-Silva et al. (2012).

Em nossos dados de western blotting para antigenos derivados de L.braziliensis

foi observado que os soros dos diferentes pacientes ndo reagiram uniformemente com os
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mesmos antigenos e isso também foi observado no estudo de Isaza et al (1997) que ndo
encontraram bandas comuns a 100% dos pacientes. No tempo 0, quando reagiram mais
intensamente, os principais antigenos reagentes foram de peso molecular entre 198kDa-
68 kDa, 49 kDa, 28kDa e 14 kDa diferindo da reatividade dos soros em Western blotting
descrita por Gongalves et al (2012) que encontrou reagdes mais intensas para proteinas de
48kDa, 58kDa e 63kDa. Por outro lado, a reatividade dos soros de pacientes descrita por
Vidigal et al (2008) foi entre 70 ¢ 72 kDa , por Masuda et al (1989) foi para proteinas de
60kDa, Brito et al (2001) foi 27 kDa e 30 kDa e Skraba et a/ (2014) para proteinas de 11,
36, e 56-48 kDa. Néo esta claro porque esta variagdo no padrio de reconhecimento de
proteinas de leishmania por individuos infectados, porém, isto pode ser influenciado pelo
isolado utilizado na preparacdo do antigeno ou espécie e caracteristicas dos parasitos e
pacientes nas diferentes regides estudadas. Apesar de poucos trabalhos mostrarem a
reacdo de IgG total com diferentes antigenos de pesos moleculares especificos.

Nos controles, o valor aumentado da absorbancia no ELISA de IgG3 contra
proteinas de leishmania e a presenca de reatividade de IgG3 contra antigenos de peso
molecular de 14kDa podem levar a hipotese de que essa proteina estaria elevando o valor
da absorbancia no ELISA por reacdo cruzada, diferindo assim dos valores das maioria
dos controles e aumentando o valor da DO média usada como referéncia para
comparagdo com as DO dos pacientes. A retirada dessa proteina em ensaios de ELIS|
promoveria entdo um aumento da qualidade do teste.

Quando analisamos a reatividade a antigenos de 49 kDa, observamos uma
aparente diminui¢do de reatividade de anticorpos ap6s o tratamento, antecedendo a cura
dos pacientes nos grupos A e B, sendo que este fendmeno foi mais claro nos pacientes do
grupo B. Este dado sugere que essa proteina poderia ser util em um ELISA para o
acompanhamento dos pacientes portadores de LTA, pois poderia revelar a eficiéncia do
tratamento., porém, pesquisas futuras utilizando essa proteina poderiam esclarecer
também se em pacientes que ndo apresentam a cura clinica, ela apresentaria reatividade
com IgG3 por periodos mais prolongados

Outro antigenos que apresentaram a reatividade com anticorpos IgG3 que chamou
a atencdo foi o com peso molecular proximo de 28 kDa, antigeno esse, que também foi
descrito no trabalho de Brito et al (2001) como um possivel marcador de cura clinica ja
que apresentou frequéncia de reatividade diminuida em pacientes com cura clinica. Nos
pacientes do grupo B, essa reatividade de anticorpos IgG3 com antigenos peso molecular

proximo de 28 kDa produziram uma banda aparentemente mais intensa no momento que
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antecedeu a cura clinica, que poderia levantar a hipdtese que a aparente maior reatividade
significaria o aumento de ligagdes de IgG3 a esse antigeno e apds a cura, com a
eliminagdo dos parasitos, a ligacdo antigeno- IgG3 também diminuiria , produzindo

bandas de menor intensidade, ou ausente.
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7 CONCLUSOES

1. Apés o tratamento, a reatividade de IgG3 especifica para L. braziliensis
apresentou queda em 6 meses e a IgG total, também especifica para L.
braziliensis, apresentou queda mais lenta em até 12/18 meses.

2. A queda dos titulos de I1gG3 e IgG total pode contribuir para a definicdo do
periodo de acompanhamento clinico do paciente pds tratamento

3. Embora ndo seja possivel demonstrar nos blots uma diferenca uniforme de
reatividade antes e apds o tratamento, as proteinas de peso 49 kDa, 28 kDa ¢ 14
kDa podem ser promissoras para melhorar os resultados do diagndstico por
ELISA

4. Os niveis de IgG3 especificos para a proteina de 49 kDa no momento do

diagnostico pode ser um dado relevante para o prognostico da doenga.
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ANEXOS

Anexo 1 — Parecer do Comité de Etica, TCLE

F COMITE DE ETICA EM PESQUISA MEDICA HUMANA E ANIMAL
HOSPITAL DAS CLINICAS

UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOLAS
MINISTERIO DA EDUCACAO E DO DESPORTO

hoepita dex clinica
' " Goiénia, 10/12/2004,

PARECER CONSUBSTANCIADO REFERENTE AO PROJETO DE PESQUISA,
PROTOCOLADO NESTE COMITE SOB O N°: 125/2004.

Titulo: Banco Imunobiolégico das Leishmanioses da Regido Centro Oeste
(Leishbank) e subprojetos associados.

Pesquisador (a) Responsavel: Miriam Cristina Leandro Dorta.

Instituigbes onde sera realizado o estudo: Laborafdrio de Imunobiologia das
leishmanioses do Departamento de micro, imuno, parasito e patologia
do Instituto de Patologia Tropicas e Saude Publica da Universidade
Federal de Goias/GO; Ambulatério de leishmaniose do Hospital Anuar
Auad (HDT/Goiénia/GQ) e Banco de Sangue do Hospital das Clinicas
da Universidade Federal de Goigs/GO.

Apresentado ao CEPMHA/HC/UFG: 25/11/2004

Relator: Prof. Dr. Marcelo Medeiros.

DOCUMENTOS RECEBIDOS:

O presente protocolo se enquadra no Grupo lll. O Pesquisador
responséavel ndo necessita aguardar o parecer da CONEP — Comissdo Nacional
de Etica em Pesquisa, sendo necessério apenas o envio de relatérios trimestrais.

COMENTARIOS:
a) Objetivo Geral do Projeto: Criar um banco de leishmanias isoradasf\de
pacientes com Leishmaniose Tegumentar Americana ou Visceral e estocar

1% Avenida, s/n® Setor Leste Universitdrio - Geidnia - Goids [ W
CEP: 74 605 - 050 - Fone: (0xx62) 261 30 06 - Fax : (0xx62) 261 29 91 \GX



Anexo 2 - Termo de Consentimento Livre Esclarecido

INSTITUTO DE PATOLOGIA TROPICAL E SAUDE PUBLICA/UFG
DEPARTAMENTO DE MICROBIOLOGIA, IMUNOLOGIA, PARASITOLOGIA E

PATOLOGIA
Rusa Delonda Resende e Melo - SN - Selor Uriver siliio - TAR0G-000 - Golln - Golls
Tel. (D62) 261-6497 ~ Ramal 218 - Fax: 202 - 3066

HOSPITAL ANUAR AUAD (HDT)SES
Av, Contorno S/N - Jardm Bela Vista - 74363400 - Golbnia - Golds

JERMO DE CONSENTIMENTO

Projeto: “Epidemiologia Molecular de Leishmaniose tegumentar Americana (LTA) e
Avaliagio da Resposta Imunolégica de Pacientes com Leishmaniose na Regido
Centro Deste.”

Pelo presente termo de consentimento, manifesto woluntariamente minha
concordancia em participar do esludo acima inlitulado. Foram-me informados todos os
procedimentos relacionados & minha participagio neste estudo, 05 quais consistem em
realizagio de exame clinico, coleta de amostras no local da lesdo de Leishmaniose
Tegumentar Americana (LTA), através de bidpsia e aspiracio subcutdnea no bordo da
lesdio, aplicagiio do teste de intradermomeacio de Monlenegre para diagnostico
imunolégico da LTA, coleta de sangue para avaliagiio da resposta imunolégica contra o
parasilo.

Os exames serdo realizados antes do inicio do tratamento e apds 3, 6, 12 ¢ 18
meses.

As implicagbes relacionadas & minha participacio neste estudo foram bem
esclarecidas pela equipe responsavel,

Tive oportunidade e fui incentivado a pedir qualquer esclarecimento adicional
pela que julgasse necessario, scbre qualquer questio relacionada & minha participagio
no esludo, e cada uma destas questBes foi esclarecida pela equipe,

Estou certo que os resultados e conclusdes obtidas pelo desenvolvimento deste
estudo, poderfio contribuir para o melhor conhecimento da LTA e, conseqlentementa,
hasmadara adog#o de novas medidas para o seu efetivo controle.

Minha privacidade sera garantida quando das publicagbes cientificas oriundas

............................................................................................................................................

hpomiui: pela pesquisa: Dra. Miriam C. Leandro Dorta
Ms, Ledice Inicia
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