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APRESENTAÇÃO

As obras “Aspectos das Doenças Tropicais II e III” abordam uma série de livros 
de publicação da Atena Editora. Em seu volume II e III, apresentam em seus capítulos, 
aspectos gerais e epidemiológicos das doenças tropicais analisados em algumas 
regiões brasileiras.

As doenças tropicais são assim designadas por se tratarem de um conjunto 
de doenças infecciosas que ocorrem nas regiões tropicais e subtropicais. Em uma 
ação que objetiva a avaliação dos indicadores globais e o combate e controle dessas 
doenças, a Organização Mundial da Saúde lançou uma classificação de “doenças 
tropicais negligenciadas” para agrupar as doenças tropicais endêmicas, causadas por 
agentes infecciosos ou parasitas principalmente entre a população mais carente e, 
cuja prevenção e controle são dificultados pela escassez de investimentos. 

Essas doenças afetam especialmente as populações pobres da África, Ásia e 
América Latina. Juntas, causando aproximadamente entre 500 mil a um milhão de 
óbitos anualmente, segundo dados da Organização Mundial da Saúde.  Segundo o 
relatório da Organização Mundial da Saúde de 2017, na América Latina e no Caribe, 
estima-se que 46 milhões de crianças vivem em áreas de alto risco de infecção ou 
reinfecção com helmintos transmitidos pelo solo e 70,2 milhões estão em risco de 
doença de Chagas. Mais de 33 mil novos casos de hanseníase e mais de 51 mil 
casos de leishmaniose cutânea são relatados nas Américas a cada ano. Além disso, 
70 milhões de pessoas na região estão em risco de doença de Chagas e 25 milhões 
sofrem de esquistossomose.

Neste volume III, dedicado às Doenças Tropicais, reunimos um compilado de artigos 
com estudos dirigidos sobre Doença de Chagas, Leishmaniose, Esquistossomose, 
Enteroparasitoses, Hanseníase e Raiva em regiões brasileiras, com o intuito de ampliar 
o conhecimento dos dados epidemiológicos, contribuindo assim para a formulação de 
políticas públicas de apoio dirigidas às diferentes características regionais deste país 
continental.

A obra é fruto do esforço e dedicação das pesquisas dos autores e colaboradores 
de cada capítulo e da Atena Editora em elaborar este projeto de disseminação de 
conhecimento e da pesquisa brasileira. Espero que este livro possa permitir uma 
visão geral e regional das doenças tropicais e inspirar os leitores a contribuírem com 
pesquisas para a promoção de saúde e bem estar social.

Yvanna Carla de Souza Salgado
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RESUMO: As Leishmanioses compreendem 
um grupo de doenças negligenciadas causadas 
por protozoários do gênero Leishmania. O 
diagnóstico  preliminar dessas doenças é 
baseado  nos sintomas e sinais clínicos, 
amparado por exames laboratoriais. Os testes 
sorológicos convencionais não permitem de 

forma precisa a diferenciação de infecções 
recentes e tardias, o que não possibilita a 
utilização como critério de cura, além disso, 
podem apresentar reações cruzadas com 
outros tripanossomatídeos, limitando assim a 
especificidade. Nesse contexto, este capítulo 
fez uma descrição da literatura das ferramentas 
que são utilizadas no diagnóstico das 
leishmanioses e comparou experimentalmente 
o desempenho da citometria de fluxo, ELISA 
e IFI em diagnosticar pacientes com LTA 
antes, 1, 2 e 5 anos após o tratamento com 
Glucantime®. A partir do que foi observado 
acredita-se que a citometria de fluxo seja uma 
ferramenta promissora para o diagnóstico das 
Leishmanioses, uma vez que foi positiva na 
presença da doença e que diante dos dados 
apresentados, este teste pode contribuir como 
uma técnica mais sensível e específica.
PAlAVRAS-CHAVE: Leishmanioses, 
Citometria de Fluxo, Diagnóstico Sorológico.

ABSTRACT: Leishmaniasis comprises a group 
of neglected diseases caused by protozoans of 
the genus Leishmania. The preliminary diagnosis 
of these diseases is based on symptoms and 
clinical signs, supported by laboratory tests. 
Conventional serological tests are not able 
to accurately differentiate recent from late 
infections, which does not allow their use as a 
cure criterion. In addition, they may cross-react 
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with other trypanosomatids, thus limiting specificity. In this context, the present chapter 
described the tools which are used in the diagnosis of leishmaniasis and compared 
the performances of flow cytometry, ELISA and IFA in diagnosing patients with ACL 
before, 1, 2 and 5 years after treatment with Glucantime ®. Thus, it is believed that flow 
cytometry is a promising tool for the diagnosis of Leishmaniasis, since it was positive 
in the presence of the disease and that based on the presented data, this test can 
contribute as a more sensitive and specific tool.
KEYWORDS: Leishmaniasis; flow cytometry; serological diagnosis

1 |  INTRODUÇÃO

As Leishmanioses compreendem um  grupo  de  doenças  negligenciadas  
endêmicas em 98 países, transmitidas por vetores dos gêneros Lutzomyia e 
Phlebotomus (ALVAR et al, 2012). As Leishmanioses apresentam uma variedade 
de manifestações clínicas, incluindo: as Leishmanioses Cutânea (LC), Mucocutânea 
(LMC) e Visceral (LV). Nas Américas, o conjunto LC e LMC é denominado Leishmaniose 
Tegumentar Americana (LTA) (WHO, 2010).

Estima-se que de 0,7 a 1,2 milhões e 0,2 a 0,4 milhões de novos casos ocorram 
anualmente no mundo pela leishmaniose tegumentar (LT) e leishmaniose visceral 
(LV), respectivamente. Mais de 90% dos casos de LV ocorrem em seis países: Índia, 
Bangladesh, Sudão, Sudão do Sul, Etiópia e Brasil. A leishmaniose tegumentar 
apresenta cerca de um terço dos casos de Leishmanioses nas Américas, na bacia 
do Mediterrâneo, na Ásia ocidental e Ásia Central (ALVAR et al., 2012; DE VRIES; 
REEDIJK; SCHALLIG, 2015). 

No Brasil, a leishmaniose visceral (LV) é causada pelo protozoário Leishmania 
(Leishmania) infantum (LAINSON; SHAW, 1987). As formas tegumentares são 
causadas pelas espécies: Leishmania (Viannia) braziliensis, Leishmania (V.) 
guyanensis, Leishmania (L.) amazonensis e as espécies L. (V.) lainsoni, L. (V.) naiffi, 
L.(V.) lindenberg e shawi, foram identificadas posteriormente em estados das regiões 
Norte e Nordeste (MARZOCHI, 1992; YOUNG; DUNCAN, 1994). 

Em relação aos métodos de diagnóstico utilizados atualmente para as 
Leishmanioses, uma das grandes dificuldades enfrentadas pelos pesquisadores tem 
sido a escolha da preparação antigênica ideal para análise sorológica, tanto no que se 
refere ao estudo dos mecanismos moduladores e/ou indutores de doença, bem como para 
o diagnóstico, prognóstico e monitoração da infecção (ROCHA et al., 2002; ROCHA et 
al., 2006; SAKKAS et al., 2016). Devido a essas limitações, sobretudo das técnicas 
de Imunofluorescência Indireta e ELISA, abordagens imunológicas alternativas vêm 
sendo desenvolvidas. Uma delas é a citometria de fluxo, tecnologia que promove a 
análise quantitativa de anticorpos e que vem sendo utilizada no diagnóstico sorológico 
das Leishmanioses (GOMES et al., 2010; OLIVEIRA et al., 2013; TEIXEIRA-CARALHO 
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et al, 2015).  Nesse contexto, o presente trabalho fez uma descrição da literatura 
das ferramentas que são utilizadas no diagnóstico e comparou experimentalmente o 
desempenho da citometria de fluxo, ELISA e IFI em diagnosticar pacientes com LTA 
antes e após tratamento.

2 |  DIAGNÓSTICO ClíNICO DAS lEISHMANIOSES

A LTA apresenta dificuldades no seu diagnóstico devido ao aspecto das lesões 
se assemelharem ao de outras doenças, como: tuberculose cutânea, hanseníase 
virchowiana, infecções micóticas, úlcera tropical, sífilis, neoplasmas, e até mesmo 
alguns tipos de carcinomas e linfomas (PISSINATE et al., 2008). Ela pode se apresentar 
de 4 formas: A forma cutânea localizada,  que possui lesões únicas ou em pequeno 
número, com bordas elevadas, sendo indolor e podendo assumir formas arredondadas 
ou ovais (REITHINGER et al., 2007); a forma disseminada, que apresenta lesões 
em partes do corpo que variam de dezenas a centenas, difere da forma anérgica, 
a cutânea difusa (LCD), onde lesões nodulares não ulceradas são encontradas por 
todo o corpo (BRASIL, 2007); por fim, a forma mucocutânea ocorre como resultado do 
desenvolvimento secundário da forma cutânea localizada através da cura espontânea 
ou de um tratamento inadequado. Ela é caracterizada pela destruição da cavidade 
oronasal, da faringe e laringe, podendo também atingir as conjuntivas oculares 
e as mucosas dos órgãos genitais e ânus, resultando de uma reação imunológica 
exacerbada. (BRASIL, 2007).

  As lesões cutâneas da LTA podem se apresentar morfologicamente como: 
impetigóide, liquenóide, tuberculosa/lupóide, nodular, vegetante e ectimatóide, o 
que dificulta ainda mais o diagnóstico clínico. Nas lesões mucocutâneas, podem 
ser observadas úlceras infiltrantes ou úlceras vegetantes (ANDRADE, 2005). 
Devido a essa grande diversidade de manifestações clínicas, o diagnóstico da LTA 
deve ser realizado através da associação de aspectos clínicos, epidemiológicos 
e laboratoriais (GONTIJO; CARVALHO, 2003). O diagnóstico clínico pode ser feito 
com base na característica da lesão associada à anamnese, bem como através da 
avaliação dos dados epidemiológicos. Este diagnóstico pode ser complementado pela 
Intradermorreação de Montenegro (IDRM) positiva e eventualmente pela resposta 
terapêutica. Todavia, os métodos laboratoriais são fundamentais para o diagnóstico 
diferencial de outras doenças (BRASIL, 2007).

O diagnóstico da LV é complexo pois a maioria de suas características clínicas é 
compartilhada com outras doenças febris hepatoesplênicas que podem ser endêmicas 
na região. A apresentação clínica da LV envolve tipicamente febre a longo prazo, perda 
de peso, aumento do baço e fígado, pancitopenia e hipergamaglobulinemia policlonal 
(IgG e IgM). Além disso, a perda de leucócitos eventualmente torna os pacientes de 
LV imunossuprimidos e as infecções bacterianas são uma causa comum de morte 
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(KUMAR et al., 2012). A hipoalbuminemia observada na LV pode estar associada ao 
edema e a outras características de desnutrição. A função hepática pode ser normal 
ou alterada e em fases posteriores da doença, a produção de protrombina diminui. 
Com o tempo, a LV não tratada pode causar caquexia grave e hemorragia devido a 
trombocitopenia (WHO, 2010; BRASIL, 2014).

3 |  DIAGNÓSTICO lABORATORIAl DAS lEISHMANIOSES

3.1 . Diagnóstico parasitológico

Para a LTA, a pesquisa direta do parasito pode ser realizada 
em material obtido da lesão por escarificação, aspiração ou biópsia da borda da 
lesão. Essa técnica tem sensibilidade que varia entre 50 e 70% e depende do número 
de parasitos presentes na lâmina (GOTO; LINDOSO, 2010).  No caso de LTA, a 
positividade do teste é inversamente proporcional ao tempo de evolução da lesão 
cutânea, sendo rara após um ano.

 Na LV, a sensibilidade varia de acordo com o local onde é realizada a coleta, 
sendo de 53% a 86% na medula óssea. Em locais como o baço, a sensibilidade é 
maior, variando entre 93% a 99% (WHO, 2010; GRIENSVEN; DIRO, 2012). Por serem 
procedimentos invasivos que podem causar complicações sérias, exigindo ambiente 
apropriado e profissionais treinados para a coleta e identificação do parasita, esse 
método torna-se de difícil implementação na rotina diagnóstica (FABER et al., 2003; 
MARQUES et al., 2006).

A visualização em microscópio óptico da forma amastigota de Leishmania é 
possível após coloração pelo método de Giemsa ou Leishman (GENARO; NEVES, 
1998).  O isolamento do parasita pode ser feito através da cultura em meios apropriados, 
a partir de material obtido por punção aspirativa ou biópsia das lesões dos pacientes. 
A sensibilidade do isolamento em cultura é geralmente baixa, em torno de 20 a 40%. 
Essa baixa sensibilidade está relacionada, em muitos casos, à escassez do parasita 
nas lesões, principalmente quando se trata da L. (V.) braziliensis (REITHINGER et al., 
2007).  

Para cultivo in vivo em animais susceptíveis, utiliza-se principalmente o 
hamster (Mesocricetus auratus). Devido ao longo período de acompanhamento até 
o desenvolvimento da doença e aos elevados custos para manutenção dos animais, 
o método se restringe às instituições de pesquisa científica (BENSOUSSAN, 2006; 
BRASIL, 2017).

3.2 . Diagnóstico molecular

A reação em cadeia de polimerase (Polymerase Chain Reaction – PCR) é uma 
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técnica que permite a amplificação de segmentos específicos de DNA a partir de 
oligonucleotídeos iniciadores (primers), pareados especificamente nas margens da 
região alvo, permitindo o seu uso como instrumento específico para o diagnóstico 
de diversas doenças infecciosas (RODRIGUES et al., 2002). Diferentes sequências-
alvo são utilizadas, como o espaçador trascrito interno ribossomal (ITS) (SCHÖNIAN 
et al., 2003), gene mini-exon (HARRIS et al., 1998), sequências repetitivas de DNA 
nuclear, gene da glucose-6-fosfato desidrogenase (CASTILHO et al., 2003), gene 
gp63 (MAURICIO et al., 2001), gene Hsp70 (FRAGA et al., 2010), gene do citocromo 
b (KATO et al., 2005)  e sequências de RNA (DEBORGGRAEVE et al., 2008). 

O ensaio de PCR baseado na amplificação do kDNA é provavelmente o mais 
sensível, pois este alvo está presente em cerca de 10.000 a 20.000 cópias por parasita 
com sequências de 500 a 2.500pb (NUZUM et al., 1995). O diagnóstico baseado em 
PCR tem como vantagens a rapidez na execução, a isenção de interpretação subjetiva 
e a capacidade de monitoramento terapêutico (NUNO MARQUES et al., 2007; ASSIS 
et al., 2008). Além disso, o uso da PCR em tempo real (qPCR) permite a quantificação 
da carga parasitária num tempo de ensaio reduzido e o acompanhamento pós 
terapeutico de pacientes para o diagnóstico das recidivas (WHO, 2010; REITHINGER; 
DUJARDIN, 2007). 

Embora a seja uma técnica altamente sensível e específica, há a necessidade de 
normalização e validação de ensaios de PCR e de diagnóstico para as comparações 
da sensibilidade e especificidade das diferentes abordagens sob condições de rotina 
(GRIENSVEN; DIRO, 2012). A PCR também é um teste sofisticado para uso na rotina 
laboratorial, pois necessita de exigências técnicas e custo elevado, limitando-se a 
laboratórios de referência e/ou clínica médica. Além disso, seu desempenho depende 
de algumas variáveis envolvidas como área endêmica, tipo de amostra, alvo utilizado 
para amplificação, método de extração do DNA, entre outros (RUITER et al., 2014).

3.3. Diagnóstico imunológico

O diagnóstico imunológico baseia-se na avaliação da resposta imune celular 
utilizando a técnica de Intradermorreação de Montenegro (IDRM) para LTA e/ou na 
avaliação da resposta imune humoral utilizando as técnicas de imunofluorescência 
indireta (IFI), Ensaio Imunoenzimático (Enzyme-linked Immunosorbent Assay- ELISA), 
teste de aglutinação direta (DAT) e na detecção de antígenos circulantes (KATEX).

3.2.1 .1. Detecção de antígenos

A detecção de antígeno em urina por meio da aglutinação em látex (KAtex) é considerada 
um método promissor no diagnóstico da LV. Esse antígeno é um carboidrato termoestável de 
baixo peso molecular (5–20 kD)  que foi detectado em pacientes com LV (SARKARI et al., 2002). 
Esse antígeno pode ser detectado de 1 a 6 meses após o tratamento. Em um estudo realizado 
na Índia, o teste mostrou uma especificidade que varia de 79,1 a 94,1% e sensibilidade de 
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60,4 a 71,6% (BOELAERT et al., 2008). Apesar de ser uma técnica promissora, uma das 
limitações é que não é uma técnica quantitativa e há a necessidade de ajustes para a melhoria 
da sensibilidade e reprodutibilidade (BOELAERT et al, 2014).

3.3.2 Intradermorreação de Montenegro (IDRM)

O principal teste imunológico utilizado para a LTA é a reação de Montenegro que 
revela a infecção por Leishmania mediante a resposta imune celular. O teste consiste 
na inoculação intradérmica de 0,1 ml do antígeno (Leishmania) na face anterior do 
antebraço. A leitura é realizada após 48 ou 72 horas e a enduração igual ou superior a 
5 mm é considerada positiva. Habitualmente, a positividade é detectada após 4 meses 
do aparecimento das lesões (BRASIL, 2017).

O teste permanece positivo após a cura clínica por se tratar de uma resposta 
imune duradoura. Além disso, o teste cutâneo pode mostrar resultados falso-positivos 
entre indivíduos de áreas endêmicas devido à ocorrência de infecções subclínicas, 
infecções prévias e reação cruzada com outras doenças (ex: doença de Chagas, 
esporotricose, hanseníase virchowiana, tuberculose, cromomicose, entre outras). Este 
teste pode ser útil para o diagnóstico de viajantes que vivem em áreas não endêmicas 
(MASMOUDI et al., 2013). O teste de Montenegro não deve ser utilizado para fins de 
diagnóstico para LV, pois a doença ativa é caracterizada pela imunossupressão da 
resposta imune celular; portanto, o resultado é negativo (BRASIL, 2017).

3.3.3 Imunofluorescência indireta (IFI) 

A reação de Imunofluorescência Indireta (IFI) tem sido amplamente usada no 
diagnóstico das Leishmanioses e, atualmente, é disponibilizada pelo Sistema Único 
de Saúde no Brasil (SUS) (BRASIL, 2017; ASSIS et al., 2012). Porém, podem ser 
observadas, frequentemente, reações cruzadas com outros organismos da família 
Trypanosomatidae, gerando resultados falso-positivos (VEXENAT; SANTANA; 
TEIXEIRA, 1996; BRITO et al., 2009). Há também relatos de reatividade cruzada com 
soro de pacientes portadores de hanseníase e tuberculose (KAR, 1995). Além disso, 
ocorre grande variabilidade nos resultados de técnicas sorológicas que dependem da 
natureza do antígeno, principalmente pela forma como foram produzidos e purificados 
(TAVARES; FERNANDES; MELO, 2003). A IFI é um procedimento laborioso, 
apresenta baixa especificidade e exige profissionais bem treinados para sua execução 
(SUNDAR; RAI, 2002; BRASIL, 2006). A sensibilidade e especificidade são de 88-92% 
e 81-92%, respectivamente para LV (BRASIL, 2014). A sensibilidade para pacientes 
com LCD costuma ser negativa, para LC é de 71% e para LM é de 100%. Como 
consequência dessa variação em relação a sensibilidade e também por causa da sua 
baixa especificidade, a IFI está sendo menos explorada na rotina do diagnóstico da 
LTA (DE VRIES; REEDIJK; SCHALLIG, 2015).



Patologia das Doenças 3 Capítulo 11 94

3.3.4 Ensaio Imunoenzimático (Enzyme-linked Immunosorbent Assay- ELISA)

A técnica de ELISA consiste em uma metodologia de 
realização simples, bastante utilizada nas investigações científicas, devido sua alta 
sensibilidade; porém, sua especificidade depende do antígeno utilizado. O antígeno 
bruto solúvel apresenta sensibilidade de 80 a 100% (PEDRAS et al., 2008; WHO, 
2010).  Resultados promissores para o diagnóstico de LTA e LV têm sido obtidos com o 
uso de antígenos recombinantes como k39, histonas (H2A, H2B, H3 e H4) e proteínas 
de choque térmico (famílias 60, 70 e 83) (OLIVEIRA et al., 2011; SAKKAS et al., 2016). 

3.3.5 Teste de Aglutinação Direta (DAT)

O Teste de Aglutinação Direta (DAT) é um dos testes mais simples e de baixo custo 
já desenvolvidos para o diagnóstico da LV. Neste teste, as formas promastigotas são 
tripsinizadas, fixadas com formalina e coradas com azul brilhante. O soro do paciente 
após diluições seriadas é incubado com o antígeno e a aglutinação é observada no dia 
seguinte (SUNDAR; RAI, 2002). Um estudo de meta-análise avaliando o desempenho 
do DAT em pacientes com LV apresentou estimativas de sensibilidade e especificidade 
de 94,8% (ROMERO; BOELAERT, 2010).

Ainda assim, o teste apresenta problemas no controle de qualidade do antígeno, 
além da necessidade de refrigeração, falta de padronização da leitura e dificuldade 
de obtenção do antígeno comercial (GONTIJO; MELO, 2004; SUNDAR; RAI, 2002; 
ABASS et al, 2015).

3.3.6 Teste rápido imunocromatografico rK39 

A proteína recombinante rK39 é derivada de uma proteína semelhante à cinesina 
de parasitas pertencentes ao complexo Leishmania donovani, e tem sido usada durante 
as últimas duas décadas para o diagnóstico sorológico da LV. No caso da técnica de 
Imunocromatografia, o teste rápido, o antígeno rK39 é fixado em papel de nitrocelulose. 
Utiliza-se uma gota de soro ou de sangue e em cerca de 15 minutos é possível fazer 
a leitura do teste, portanto, é considerado uma ferramenta simples e aplicável em 
trabalhos de campo (PASSOS et al., 2005). O desempenho do teste foi avaliado em 
um estudo prospectivo no Brasil, apresentando cerca de 93% de sensibilidade e entre 
89ª 97% de especificidade (ASSIS et al.,2012). Assim como outros testes sorológicos 
convencionais para LV, os pacientes podem ter anticorpos presentes por meses após 
a cura da doença e, também, podem ser detectados anticorpos no soro de pacientes 
assintomáticos (SRIVASTAVA et al., 2011). Resultados falso-negativos foram relatados 
e podem variar de acordo com a região geográfica (SUNDAR, RAI, 2002).
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4 |  O USO DA CITOMETRIA DE FlUXO COMO UMA FERRAMENTA SOROlÓGICA 

AlTERNATIVA AO DIAGNÓSTICO DAS lEISHMANIOSES

A citometria de fluxo (CF) é uma tecnologia que permite análise simultânea e 
multiparamétrica de células ou partículas em suspensão, avaliando-as individualmente. 
À medida que o fluxo passa por um ou mais feixes de luz (gerados por um ou mais 
lasers), o sistema óptico-eletrônico registra a forma como as estruturas dispersam a luz 
do laser incidente e captando as fluorescências emitidas. Assim, o equipamento obtém 
informações de diversos parâmetros, como tamanho relativo, complexidade interna e 
intensidades de fluorescência de cada célula ou partícula avaliada (SHAPIRO, 2003; 
DU et al., 2015). 

Em vista disso, a CF surge como uma tecnologia extremamente versátil, associando 
funcionalidade e precisão. Desde os anos 80, a CF estendeu-se progressivamente da 
pesquisa básica aos laboratórios de diagnóstico clínico devido ao desenvolvimento 
da tecnologia de hibridoma e produção de anticorpos monoclonais, juntamente com a 
produção de uma ampla variedade de fluorocromos. Assim, ela permitiu a realização 
de diversas investigações laboratoriais que incluem biologia molecular, patologia e 
imunologia, com ampla aplicação na medicina, especialmente em transplantes, 
hematologia, avaliações do sistema imune, imunologia do tumor e quimioterapia 
(PILLAI; DORFMAN 2016; COZZOLINO et al., 2016). Essa ferramenta revolucionou 
o diagnóstico, uma vez que proporciona uma avaliação precisa de múltiplos 
processos biológicos. Em virtude da expansão do uso da CF, em 2006 foi criado um 
consórcio internacional, visando padronizar procedimentos e protocolos diagnósticos 
para leucemias e linfomas (KALINA et al., 2012). Além da investigação de doenças 
hematológicas com características de malignidade, bem como no desenvolvimento 
de fármacos, essa tecnologia é usada também na rotina dos Laboratórios Centrais 
(LACENs) de referência nacional, onde o acompanhamento de indivíduos com HIV/
AIDS merecem destaque (MOLINARO et al., 2009; DU et al. 2015).

Atualmente, já existem trabalhos utilizando a citometria de fluxo como um método 
alternativo e auxiliar para o diagnóstico das Leishmanioses, possuindo vantagens sobre 
os métodos convencionais utilizados (OLIVEIRA et al., 2013; DE PAIVA-CAVALCANTI 
et al., 2015; TEIXEIRA-CARVALHO et al., 2015). A CF permite a análise quantitativa 
dos anticorpos anti-Leishmania e o procedimento de marcação é simples, através da 
utilização de anticorpos conjugados diretamente a fluorocromos (OLIVEIRA et al., 
2013; PEDRAL-SAMPAIO et al., 2016). As formas promastigotas são identificadas no 
citometro de fluxo com base em suas propriedades de espalhamento de luz frontal 
(FSC) e lateral (SSC) específicas. Em uma metodologia desenvolvida originalmente 
por Martins-Filho et al., (1995) para a Doença de Chagas e aplicada por Rocha et al 
(2002) para a LTA, os dados são expressos sob a forma de percentual de parasitas 
fluorescentes positivos (PPFP).

O uso da citometria de fluxo também demonstra ser promissor no diagnóstico 
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sorológico da Leishmaniose Visceral Canina (LVC) por apresentar elevada especificidade 
e sensibilidade, redução dos resultados falso-positivos em cães vacinados e menor 
reatividade cruzada contra outros patógenos caninos, além da distinção em cães 
assintomáticos e sintomáticos (ANDRADE et al., 2007; KER et al., 2013). Para a LV, 
CARVALHO NETA et al., (2006) estabeleceu a utilização da citometria de fluxo no 
diagnóstico pela detecção de anticorpos anti-promastigotas fixadas de  L. (L.) infantum, 
garantindo uma alta sensibilidade (99%) e especificidade (100%). Posteriormente, 
outros estudos aprimoraram a técnica utilizando a ferramenta como um critério de cura 
pós-terapêutico (LEMOS et al., 2007; GOMES et al., 2010). Também foi demonstrado 
que a quantificação das subclasses de IgG por ELISA ou citometria de fluxo levou a 
um aumento na acurácia dos testes para o diagnóstico da LTA. A quantificação de 
IgG1 e IgG3 parece ser uma boa metodologia para o acompanhamento de pacientes 
de LTA  e LV tratados (SOUZA et al., 2005; GOMES et al 2010; TEIXEIRA-CARVALHO 
et al., 2015).

Além disso, quando comparada a outras técnicas, a CF permite a reatividade 
de anticorpos dirigidos contra antígenos de membrana do parasito, evitando reações 
com estruturas intracitoplasmáticas que são alvos frequentes de reação cruzada com 
outros tripanossomatídeos (ROCHA et al., 2006; PEREIRA et al., 2012). 

Nas abordagens laboratoriais, a utilização dos parasitas vivos apresenta 
limitações importantes como alto risco de contaminação na rotina laboratorial e a 
grande dificuldade no cultivo dos parasitas in vitro. Sendo assim, foi demonstrado na 
CF que a utilização de parasitas fixados garante elevada sensibilidade e especificidade 
no diagnóstico da LTA (PISSINATE et al., 2008; PEREIRA et al., 2012; OLIVEIRA et 
al., 2013). 

O conhecimento adquirido com o desenvolvimento de ferramentas sorológicas 
baseadas em citometria de fluxo para os tripanossomatídeos permitiu o desenvolvimento 
de um TRIPLEX que possibilita adetecção diferencial de Leishmaniose Visceral, 
Leishmaniose Cutânea localizada e doença de Chagas e é baseado em um algoritmo 
para análise da reatividade de IgG1 anti-Trypanosomatidae. Essas doenças 
frequentemente apresentam reatividade cruzada nos testes sorológicos convencionais 
(TEXEIRA-CARVALHO, 2015).

Em um ensaio preliminar comparamos os desempenhos da CF, ELISA e IFI 
em diagnosticar 14 pacientes com LTA antes, 1, 2 e 5 anos após o tratamento com 
Glucantime®. Para isso, o soro dos pacientes foi inativado e formas promastigotas 
foram obtidas para realizar os ensaios. Para o ensaio de IFI, os pacientes, que 
apresentaram títulos a partir da diluição 1:20, foram considerados positivos. Dos soros 
avaliados, 92,85% (13/14) foram positivos antes do tratamento (AT). Um ano após o 
tratamento (PT), 61,54% (8/13); dois anos PT, 70% (7/10) e cinco anos PT, 50% (5/10) 
(Figura 1A). Para o teste de ELISA, os pacientes que apresentaram títulos de soro a 
partir de 1:40 foram considerados positivos. Dos soros avaliados, 92,8% (13/14) dos 
pacientes AT foram positivos; pacientes um ano PT, 53,8% (7/13); pacientes dois anos 
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PT 88,8% (8/9) e pacientes cinco anos PT, 100% (5/5) (Figura 1B). Na CF, foi possível 
identificar 86% (12/14) de pacientes AT positivos; e 77% (10/13), 80% (8/10) e 70% 
(7/10) dos indivíduos, respectivamente, um, dois e cinco anos PT, negativos (Figura 
1C). Comparando os desempenhos de IFI e CF através da curva ROC, observou-se 
que área sobre a curva (ASC) da IFI foi 0,879, tendo um desempenho menor que a 
citometria de fluxo (ASC=0,890), (Figura 1D). Já comparando os resultados de ELISA 
e CF, a ASC do ELISA, foi de 0,808, diferindo da CF (ASC=0,896), também mostrando 
um menor desempenho. (Figura 1D). 

Diante dos resultados preliminares acredita-se que a citometria de fluxo se aplica 
ao diagnóstico da LTA, apresentando uma sensibilidade e especificidade superior 
quando comparada as técnicas de IFI e ELISA.

5 |  CONSIDERAÇÕES FINAIS

Tendo em vista as dificuldades inerentes das técnicas sorológicas utilizadas na 
rotina laboratorial para o diagnóstico das Leishmanioses, a utilização da citometria de 
fluxo na avaliação diagnóstica e pós-terapeutica surge da necessidade de pesquisas 
que possam dar suporte no diagnóstico, interpretação dos resultados e também auxiliar 
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na elaboração de um novo esquema terapêutico aplicável a esta situação, visto que 
decisão da interrupção do tratamento ainda depende de um critério essencialmente 
clínico. Caso validada essa técnica para o diagnóstico das Leishmanioses, existe a 
possibilidade de terceirizar os serviços pelo Sistema Único de Saúde (SUS) como já 
ocorre para o diagnóstico de vários tipos de câncer. Porém, para isso, é necessária 
qualificação de recursos humanos e investimento de capital para aquisição do 
equipamento e reagentes para os laboratórios que realizariam o serviço.
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