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RESUMO

O aumento significativo no numero de casos notificados da Leishmaniose
Tegumentar Americana (LTA) e a expanséo geografica da endemia tém motivado o
desenvolvimento de novas tecnologias para auxiliar no diagnéstico das
leishmanioses, visando minimizar as restricdes apresentadas pelos testes
diagnésticos disponiveis nos servicos de saude. O presente trabalho empregou
imunocitoquimica e imunohistoquimica (ICQ/IHQ) como métodos diagndsticos
laboratoriais para LTA. Amostras de culturas de Leishmania in vitro e cortes
histolégicos de lesées em animais infectados experimentalmente foram submetidos
a ICQ/IHQ, utilizando anticorpos policlonais desenvolvidos para este estudo e o
complexo avidina-biotina modificado (Ultra Streptavidin®). Foram avaliados o
processo de fixagdo das amostras além da especificidade, estabilidade e
imunorreatividade dos anticorpos policlonais. Laminas de vidro comum, secagem ao
ar por 10 minutos e fixacdo em etanol (95%) apresentaram resultados adequados
para ICQ. Em preparagdes contendo microrganismos comumente encontrados nas
lesdes de portadores de LTA, a especificidade da metodologia foi de 100%. Os
anticorpos policlonais congelados (-20°C) mantiveram-se estaveis por 10 meses. Os
anticorpos policlonais purificados por cromatografia (Sephadex®) e obtidos a partir
de antigenos insoluveis de L. (V.) braziliensis e L. (L.) amazonensis apresentaram
maior imunorreatividade e melhores resultados nas preparagdes ICQ/IHQ. Em
comparagdo com outras técnicas empregadas para o diagnoéstico da LTA, nos casos
avaliados, a IHQ apresentou resultados semelhantes aos da histopatologia com
coloragdo HE, com sensibilidade de 33,3% para formas amastigotas. Quando
considerada a presenca de antigenos de Leishmania no padrao celular, a IHQ
apresentou uma sensibilidade de 83,3%, sendo significativamente maior que na
relativa a histopatologia e compativel com métodos padrao ouro de cultura e PCR.
As metodologias de ICQ/IHQ desenvolvidas neste trabalho foram capazes de
demonstrar em amostras de culturas in vivo e in vitro e em bidpsias de lesdes, a
presenca de formas promastigotas, amastigotas e antigenos de Leishmania,
oferecendo contribuicdo adicional ao diagnéstico da LTA, sendo de facil aplicagdo e
podendo ser utilizada no sistema publico de satde.

Palavras-chave: Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA). Diagnostico
laboratorial. Imunocitoquimica e imunohistoquimica (ICQ/IHQ). Anticorpos
policlonais.




ABSTRACT

The significant increase in American Tegumentary Leishmaniasis (ATL) notified
cases and the geographic expansion of this endemy has motivated the development
of new techniques to help in leishmaniasis diagnosis, seeking the minimization of the
restrictions imposed by the diagnostic tests available at the health services. The
current study applied immunocytochemistry and immunohystochemistry methods
(ICC/IHC) for laboratory diagnosis of ATL. In vitro culture and histological sections
from tissue experimentally infected were submitted to ICC/IHC using polyclonal
antibodies developed for this study and a modified avidin-biotin complex (Ultra
Streptavidin®). The specimens fixing protocol and the polyclonal antibodies
specificity, estability and immunostaining were evaluated. Ordinary slides, air drying
for 10 minutes and ethanol (95%) fixing achieved good ICC staining. The specificity
was 100 % in specimens infected with organisms frequently found in ATL lesions.
Frozen at -20° C antibodies immunoreactivity was stable for 10 months. The
polyclonal antibodies purified by chromatography (Sephadex®) and obtained from L.
(V.) braziliensis and L. (L.) amazonensis insoluble antigens presented most
immunostaining and best results in ICC/IHQ. Compared with other useful techniques
for the ATL diagnosis, at the cases evaluated, IHC showed the same results as
hematoxylin and eosin stained (33,3%) for amastigotes recognition. When the
presence of Leishmania antigens was evaluated at the cellular pattern, IHC
presented 83,3% sensitivity, higher than histopathology and consistent with gold
standard methods (culture and PCR). The ICC/IHC techniques developed in the
current study were able to recognize promastigotes and amastigotes forms and also
Leishmania antigens in sample culture (in vivo and in vitro) and in lesion biopsies,
offering an additional help to ATL diagnosis once it can be easily applied at the
health public system.

Key words: American Tegumentary Leishmaniasis (ATL). Laboratorial diagnosis.
Immunocytochemistry and immunohystochemistry (ICC/IHC). Polyclonal antibodies.
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1 INTRODUGAO

A Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) é uma doencga de cardter
zoondtico, causada por protezeodrios do género Lefshmania, transmitida pela picada de
insetos de diferentes espécies da famllia Phlebotominae, que acometendo o homem e
diversas espécies de animais silvestres e domésticos, & endémica em diversas areas,
tanto no novo gquanto no velho mundo, com excegao da Australia. Estudos
epidemiclogices apontam o surgimento de novos focos em diversos paises (WHO,
2004). A epidemiclogia da doenga é extremamente complexa, pois seu agente
etiologico esta presente em uma grande diversidade de vetores e reservatdrios naturais
e apresenta, também, particularidades quanto 3 distribuigio geografica e até mesmo a
resposta terapéutica.

A infecgdo caracteriza-se pelo parasitismo de células do sistema fagocitico
mononuclear, sendo considerada uma enfermidade polimérfica e espectral da pele e
mucosas de vias aéreas superiores. As principais manifestagées observadas nos
pacientes com LTA podem ser classificadas de acordo com seus aspectos clinicos,
patoldgicos € imunoldgicos. A ocorréncia de diferentes formas clinicas da doenga esta
na dependé&ncia de variaveis como fatores ligados a espécies e cepas do parasito,
habitos do vetor, fatores ligados & respesta imune do hospedeiro e, conseqlentemente,
fatores resultantes da interagdo parasito-hospedeiro (MARZOCHI, 1882; AZULAY &
AZULAY, 1995, OLIVEIRA-NETO, 1998). A forma cutdnea localizada € caracterizada
por lesdes ulcernsas, indelores, tinica ¢u multiplas, com bordas salientes em forma de
moldura. A forma cutaneomucosa, por sus vez, é caracterizada por lesdes mucosas
agressivas que afetam as regifes nasofaringeas. A forma disseminada apresenta
multiptas dlceras cutdneas por disseminagac hematogénica ou linfatica e, por fim, a
forma difusa apresenta lesSes nodulares ndo-ulceradas e ricas em parasitos em
individuos anérgicos (DEDET ef &/, 1899).

Aproximadamente guatrocentos milhdes de pessoas vivem em areas de risco,
senda que a estimativa anual de incidéncia no munde chega a 2.000.000 de casos
{WWHO, 2004). No Brasil, segundo dados do Ministério da Sadde, ocorreram

aproximadamente 523.875 casos autéctones, principalmente nas regides norte e
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nordeste, entre 1985 e 2003 (BRASIL, 2007,

A doenca ja e endémica em 88 paises apesar de ser assinalada como tal em
apenas 30 deles, sendo que 90% dos casos de leishmaniose cutdnea ocorrem no Ira,
Arabia Saudita, Siria, Afeganistag, Brasil e Peru. Nas Americas, a leishmaniose cutanea
se distribui desde o sul dos Estades Unidos até a Argentina (ARIAS ef af., 19956). Os
unicos paises sem casos relatados sdo Canada, Chile e Uruguai (DESJEUX, 1899;
WHO, -1990).

Estes exemplos de alta incidéncia da doenga, com grande nimero de individuos
com [esdes incapacitantes, desfigurantes e algumas wvezes fatais, como nas
leishmanioses viscerais, levaram a CMS a incluir esta doenga entre as seis mais
impertantes do mundo (WHQO, 1890; ASHFORD ef af, 1891; WIJEYARATNE ef af.,
1992).

O tratamento da LTA fai introduzido pelo médico brasileiro Gaspar Vianna, em
1912, com o uso de antimonizl tartarc emetico. Esta droga, durante muitos anos,
canstituiu-se na Unica opgéo terapéutica em todo o mundo. Atualmente, utiliza-se um
antimonial pentavalente, o antimoniato de N-metil glucamina (Glucantime), que deve ser
utilizado com cautela por apresentar freglentes efeitos colaterais, como artralgia,
mialgia, nauseas, vOmMitos, epigastralgia e ate insuficiéncia renal aguda e cardiaca
{BERMAN, 1998; FUNASA, 2000; DEF, 2008).

A despeito da evolucdo terapdutica, muite pouco se avangou em termos de
controle da doenca, que vem acomeatendc as populagfes, sob risco de forma
cantinuada e crescente (SABROZA, 1881 TALHARI et af, 1988; GRIMALDI et af,
1885; MARZOCHI & MARZOCH!, 1897; OLIVEIRA-NETQ, 1998).

Os métodos atualmente dispaniveis para o diagnéstico da LTA, além do clinico,
nas formas tipicas, s4o baseados na pesquisa direta do parasita nas lesGes, por exame
direto de esfregagos corados, exame histopatelogico, culturas e indculo em animais. No
diagnéstico soroldgico, aplicavel em estudos epidemicldgicos, utilizam-se os métodos
de ELISA {enzimaimunoensaio) e {Fl {imunoflucrescéncia indireta) {CHIARI ef af., 1973;
FURTADQG, 1980; THIERRY et al., 1991). Para oz métados de biclogia molecular para
pesquisa do DNA do parasito, a técnica de PCR {polimerase chain reaction tem sido a
mais utilizada, pois além da aplicagéo no diagndstico, tem permitido a caracterizagéo de
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diferencas moleculares e biocquimicas do agents etiologico {(CASTILHO ef al., 2003;
THOMAZ-SQOCCOL ef af, 2003). Para a avaliacéo da resposta celular, 0 método de
escolha e-o teste de Montenegro. Porém, todas as metodologias utilizadas apresentam
limitagdes em sua aplicagio.

Considerado que as dificuldades e restricdes de carater técnico-cientifica, sociais
e administrativos tambem resultam em conseqléncias negativas para o5 servigos
laboratoriais, € inevitavel que se observemn deficiéncias no correto diagnéstico da
doenga, ccasionadas pela falta de pesseal capacilado e pela precaria estrutura tecnica
de apoio ao diagndstico {JONES ef a/., 1987; MODABBER, 1883).

Estas lacunas no diagnéstico da LTA, tém acamrretado um custo financeiro e
social, decorrente do tratamento inadequado e tambem dificultado a vigilancia e o
monitoramento da doenga, o que justifica o desenvolvimento de metodologias que

auxiliem e complementem o diagnodstico, o que propde o presente trabalho.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver insumos e padronizar metodologias de imunocitoguimica e
imunchistoquimica, capazes de identificar, em esfregagos e bidpsias de lesdes, formas
amastigotas e antigenos de L. (V) braziliensis e L. (L) amazonensis, para o diagnostico
da Leishmaniose Tegumentar Americana .

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Produzir antigencs soliveis e insoliveis de L. (V.) brazifiensis e L. (L)
amazonensis para a sensibilizacie de coelhos e predugio de anticorpos policlonais.

Produzir e purificar anticorpos policlonais anti L. (V.) braziffensis e L. (L)
amazonensis para utilizagao no sistema diagndstico.

Desenvolver e padronizar as  metodologias  de  imunocitoguimica e
imunohistoquimica para demonstrar a presenga de formas amastigotas e antigenos de
L (V) brazitensis e L. L) smazonensis, com ulilizagdo do sistema de detecgéio
estreptavidina — biotina & anticorpos especificos.

Ceterminar a sensibilidade, especificidade e estabilidade do sistema para o©

diagnéstico Iaboratorial da Leishmaniose Tegumentar Americana.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 SISTEMATICA

0 género Leishmania Ross, 1803, agrupa espécies de protozoarios unicelulares,
digenéticos (heteroxenos), pertencentes ao filo Protozoa, subfilo Sarcomastigophora,
classe Mastigophora, ordem Kinetoplastida e & familia Trypanosomatidae (LAINSON &
SHAW, 1987).

Quanta & arigem do género Leisfymania, pode-se considera-la monofilética a
partir de hipdteses moleculares (THOMAZ-SOCCOL et af., 1993). Seu surgimento teria
ocorrido & época da Pangea, ha cerca de 120 milhdes de anos e se espalhado por
todas as regides desde entdo, tomando um elevado grau de diversidade com o passar
dos milénios {THOMAZ-SOQCCOL ef af,, 1893; CUPQLILLO et af., 2000).

Com a finalidade de correlacionar o polimorfismo clinico das leishmanioses com
a distribuicio geografica, aspectos epidemiclégicos, reservatorios e ¢ comportamento
bioclogico das cepas isoladas, foram realizados estudos com métodos bioguimicos,
imunologicos e de biologia molecular, como a hibridizagao de &cido desoxirribonuciéico
{DNA), e a caracterizacdo por anticorpos monoclonais ou per isoenzimas {(GRIMALDI &
TESH, 1883; CUPOLILLO ef af, 2000, THOMAZ-SOCCOL ef af, 2003). Varias
classificagbes taxeondmicas surgitam a partir da aplicagdo destes métodos que,
somados a analise molecular com varics alves diferentes do genoma do parazito, tém
gontribuido para o estabelecimento da taxonomia e filogenia de Leishmaria, como
também na compreensdo da complexidade epidemiolégica dessa parasitose.

Na classificagdo taxondmica das espécies, proposta por Lainson e Shaw (1887),
atualmente a mais utilizada, as espécies de Leisimania sdo divididas em dois
subgéneros: Viannia e Leishmania (Tabela 1). Na América Latina, os parasitos
identificados como causadaores de leishmaniose tegumentar sdo. Lefshmania (Viannia)
hraziiensis, L. (V.) guyanensis, L. (V.) fainsoni, L (V.} shawi L. (V) naiffi L {V)
panamensis, L. (V.) peruviana, L. {Leishmania) amazonensis e L. (L.} mexicana (JONES
ef al., 19687, GRIMALDI ef a/, 1891 THOMAZ-SOCCOL et af, 1993, ASHFORD, 2000;
SILVEIRA &f al., 2004).




TABELA 1 - LEISHMANIOSES DO NOVO MUNDO, SEUS AGENTES ETIOLOGICOS E
DISTRIBUIGAD GEGGRAFICA,

Ezpécies de Leishmania

Lesdes causadas no homem

Distribuicaa geografica

Sub Género Viannia

Complexo L, braziliensis

L) hrazifianzis

L (V) peruviana

Complexe L. guyanensis

L W) guyanensis

L.fV.] paramensis

L.(V.) shawd

Compiexe L, nalffii

L (V) naiffi

Complexo L. lainseni

L.V} lainsoni

Cutaneas e mucosas

Predominantemente cutineas

Predominantemente cutineas
& vias linfaticas

Predominantemente cutaneas
e vias nfaticas

Casos rares com |esdes
cutaneas

Casos rargs com lesdes
cutdneas

FPredominantements cutdneas

América Central & do 3ul, até
o norte da Argentina

Altos vales andinos e encosta
Ccidental dos Andes

Paises do norceste 2 nore da
América do Sul, até o no
Amazonas

América Central € costa
pacifica da América do Sul

MNore do Estado do Para

Regifn Armnazdnica e Peru

Regiao Amazdnica

Sub Génere Leishmania

Complexo L. maxicana

f.{L.) mexicana

Complexo L. amazonensis

L{L) amazonensis
L.{L.] veneruelensis
Complexa L. infantum

Lol ) ifanturn
{sincnimia L. {L } chagasr}

Cuthneas e, eventualments,
Cutdneo-difusas

Cukineas e, eventualments,
Cutaneo-difusas

Cuténeas e, eventusiments,
Cutdneg-difusas

LesBes viscerais {calazar}

México & América Central

América Central e norte,
nordeste e sul do Brasil

WVenezuels

Do sul dos EUA o narte da
Argenting, com pradominancia
no nordeste brasileiro

FONTE: THOMAZ-SQCCOL et af, 1953
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3.2 ASPECTOS MORFOLOGICOS

O ciclo de vida do parasito & digenético, ou seja, ocorre a infecgao alternada
entre um hospedeiro intermediario vetor (portador da forma promastigota em seu trato
digestoric) e outro hospedeiro definitive {portador da forma amastigota parasitando o
interior das células do seu sistema fagocitico mononuclear). A morfologia das formas
gvolutivas dos parasitos apresenta, de cera forma, semelhangas entre as diferentes
espécies. Essa semelhanga contribuiu, per muite tempo, para a divuigagio e
persisténcia do canceito ertdneo de gue por meio desta caracteristica os parasitos eram
indistinguiveis. Em decorréneia disso, muitas ¢bservacdes morfolégicas sobre
diferentes parasitos foram pouco valorizadas na identificacido e classificagdc das
especies (ANTOINE et af., 1999, HANDMAN, 1898).

As amastigotas sdo estruturas arredondadas, com flagelo rudimentar nao
extericrizado, que se localizam em vacUolos parasitdforos de células do sistema
fagocitico mononuclear dos hospedeiros veriebrados, principalmenie macréfagos. Em
esfregagos, aparecem fraqlientemente fora das células em consegldncia da ruptura
destas. As amastigotas fixadas e coradas pelos métodos: derivados do Romanovsky,
como Giemsa e Leishman, aparecem a microscopia dptica como organismos ovais ou
esfericos. No citoplasma, corado em azul-clare, sio observados o nucleo grande e
arredondadc ocupando, as vezes, um tergo do corpo do parasito, o cinetoplasto, em
forma de um pequeno bastonete, ambos corados em vermelho plrpura, além de
vaciiolos, gue podem ser pu ndo visualizados., Mio ha flagelo livre e sua porgdo
intracitoplasmatica raramente & vigivel, Os limites micrometricos de seus didmetros séo
de aproximadamente 1,5 a 3,0 por 3,0 a 65 um {LAINSON & SHAW, 1987, ANTOINE
ef al., 1999; HANDMAN, 1999) (Figura 1).

Quando examinados ao microscépio eletrbnico de transmiss3oc, observa-se o
gnvoltdrio da forma amastigota & formade por uma unidade de membrana, sob a gual
s3o dispostos, em conformacdo regular e eqilidistante, microtibulos, em ndmero
variavel. Mas diferentes espécies de Leisfunania, a membrana apresenta uma
invaginacéo na regido antericr do corpo do parasite, formando a bolsa flagelar, onde se
lacaliza o flagelo. Nesse local ndo sao encontrados microtibulos subpeliculares & séo
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grandes as atividades excretora e de pinocitose. O flagelo apresenta microestrutura
formada por nove pares de microtlbulos concéntricos e um par central, envolvido por
uma matriz ¢itoplasmatica. O cinetoplasto mostra-se como uma estrutura mitocondrial
ligada & unica mitocHndria existente na célula. No seu interior, encontram-se estruturas
filamentosas circulares, formadas por &cido desoxirribonucléico, denominado kDNA. O
blefaroplaste ou corplsculo basal aparece como a continuagdo do flagelo. O nilclen
possui configuracde variada, tendende & esférica, ora denso, ora mais frouxo,
mostrando um cariossomo ceniral ou excéntrico, com a cromatina em disposigdo
variavel. Sao observades, na matriz citoplasmatica, o aparelho de Golgi e o reticulo
endoplasmatico, além de vacuolos e inclusdes (LAINSON & SHAW, 1987; ANTOINE ef
afl., 1999; HANDMAN, 1899).

A forma promastigota & provida de flagelo livré & desenvolve-se no frato
digestivoe dos hospedeires invertebrados e em culiuras ax@nicas, em temperatura
ampiente (24 °C). Apresentam de 11 a 18,5 um de comprimente por 3 a 4 pm de
largura, com ¢ flagelo medindo de 14 a 20 um. Nos preparados corados pelo Giemsa
ou outre carante derivade do Romanowski, a forma promastigota tipica € observada
com uma extremidade anterior mais larga, de onde sai o flagelo, & uma extremidade
posterior, mais delgada e alongada. No interior do citoplasma, notam-se  grénulos
intensamente corados em vermelho parpura {2zurdfilos), em geral mais abundantes na
parte posterior. Observam-se tambem pequenos vaclolos. O ndcleo & arredondado cu
ovéide e tem a mesma estrutura que na farma amastigota. O cinetoplasto apresenta-se
am geral ovoide ou em forma de bastonete, podendo ser também arredondads e situa-
se na extremidade anterior ou na porg&o medial entre o nicleo e a extremidade anterior
(Figura 2). Estruturalmente, na microscopia eletrdnica, as formas flageladas
diferenciam-se da forma amastigota essencialmente pelo prolongamento do flagelo, gue
se exiericriza para além da bolsa flagelar. Estruturas de membranas, nlcieo,
cingtoplaste e organelas citoplasmaticas sao semelhantes (LEVINE et afl, 1980;
ANTOINE af al.,, 1998).
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FIGURA 1 — FORMAS AMASTIGOTAS DE Leishmania sp.
Formas amastigotas na impressé&o de fragmento de tecido em lamina corado por Giemsa.

(Foto original. Aumento 1000x)

FIGURA 2 — FORMAS PROMASTIGOTAS DE Leishmania sp.
Formas promastigotas em amostra de cultura em meio de Tobie-Evans, corado

por Giemsa. (Foto original. Aumento 1000x)
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3.3 CICLO BIOLOGICO E DINAMICA DE TRANSMISSAQ DA INFECGAQ

As leishmanioses constituem, com raras excegdes, zoonoses de animais
silvestres e, mais raramente, domésticos. © homem representa um hospedeiro
acidental e, portanto, nao aparenta possuir um papel importante na manutengao dos
parasitas no ecossistema (FURTADO, 1994). O reservatério primario seria entdo um
hospedeiro habitual, com papel primordial na perpetuagio de determinada espécie do
protozoario. O reservatorio secundério seria um hospedeiro eventual, por representar
uma fonte alimentar pouco habitual para o inseto vetor, ou por ser menos suscetivel ao
parasita. Como hospedeiro acidental, ohserva-se ne homem uma reagdo mais intensa a
invasao do parasita, determinando um comportamento mais agressivo da doenga no
ser humano. Nos animais, sdo freqlentes as infeccbes inaparentes, caracterizando
uma relagdo mais antiga e equilibrada em termos de evolugac (FALQUETO &
FERREIRA, 2005).

A transmissdo das diferentes espécies de Leishmania ocorre pela picada de
insetns  hematdfagos fémeas, pertencentes & familia Psychodidae, subfamilia
Phlebotominae, denominados genericamente de flebotominecs. Os insetos sao
representados por centenas de espécies, a maioria incluida nos géneros Litzomyia e
Phlebotomus, ocupando extensas dreas geogréaficas, em diversos continentes
{LAINSON & SHAW, 1987, SACKS & KAMHAWI, 2001).

As formas promastigotas do pérasitr:: podem ser encontradas aderidas a parede
intestinal do inseto em pontos diferentes, por meic de hemidesmossomos ou fivres no
ldmen, em processo de multiplicagdo. As formas infectantas, promastigotas
metaciclicas, sdo enceontradas principalmente livies ou aderidas a por¢ao anterior do
aparelho bucal, mais especificamente no proventriculc e na faringe (KILLICK-
KENDRICK, 19890). Os hospedeiros vertebrados sfo infectados quando formas
promastigotas infectantes sao incculadas, pelas fémeas dos insetos vetores, durante o
repasto sanglineo. Devido ao seu curio aparelho bucal, os flebotomineos sé&o
incapazes de canular pequenos vasos da derme, provocando entdo lesdes neste
microambiente no qual as formas promastigetas metaciclicas encontrardo diversas

substancias, incluindo proteinas do soro, saliva e fluides digestivos do inseto. Nos
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componentes do hospedeiro, destacam-se as proteinas do complemento, os anticorpos
lgG e a fibronectina. Durante este repasto, a saliva do inseto & também inoculada e
parece exercer papel importante, ndo sé na lise do tecido adjacente, favorecendo o
fluxo de sangue e linfa intersticial para o alimento, como pela agio de substancias nela
contidas, capazes de promover a vasodilatagio. Esta vasodilatagdo facilita o permeio
de celulas para o local, além de provavelmente inibir a apresentagao de antigenos de
Lefshmania acs macréfagos (LAINSON 8 SHAW, 1887; SACKS & KAMHAWI, 2001).

O processo de adesdo das promastigotas infectantes ao macréfago tem a
participagéo de anticorpos da classe IgG e fibronectinas, por meio de receptores para
porcao Fc das imunoglobulinas. As diversas espeécies de Leisfimania s80 capazes de
ativar ¢ complemenio tanto pela via classica como pela via alternativa. Os fatores do
complemento, principalmente o C3 e seus produtos de clivagem C3b, C3bi e C3dg,
favorecem a fagocitose, uma vez gue macrdfagos possuem receptores especificos
para eles (CR1, CR2, CR3 e CR4}). O complexo litico final do complements {C5-8) &
capaz de aderir 4 superficie dos promastigotas e provocar a lise destas formas,
Entretanto, os lipofosfossacarideos dos parasitos interferem na insergac do complexo
C5-9, provavelmente por impedimento estérico produzido pelo espessamente do LPG
(lipofosfoglicanc). Alem do LPG, a glicoproteina gp83 e alguns carboidratos,
notadamente fucose e mancse, estao envolvidos na ligagho do parasito com a célula
hospedeira (SACKS & KAMHAWYI, 2001).

Apds a interiorizacdo, o macrdfago promove a fusdo dos lisossomas com O
fagossomo e ¢ parasito. Para sua adaptagdo as condigdes do novo ambiente, ©
parasito comega a sofrer o processo de transformagéo para a forma amastigota,
intraceluiar obrigatoria, capaz de desenvolver-se e multiplicar-se no meio acide
encontrado no vaclolo digestivo parasitado. Neste papel de sobrevivéncia destacam-se
a LPG, devido a sua agdo Inibidora de enzimas hidroliticas e da proteina C quinase,
responsdvel peloe desencadeamento da explosio respiratdria. A multiplicagao, por
divisdo binaria simples, ¢ iniciada pela duplicagdo do cinetoplasto, um dos guais
manténm ¢ flagelo remanescente, enguanic o outro promove a reproducdo da estrutura
flagelar. A seguir, o nucleo divide-se & na seqléncia o corpo do parasita se fundeg, no

sentida Antero-posterior. ApGs sucessivas mulliplicagbes, na auséncia do controle
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parasitario pela célula hospedeira, esta se rompe e as amastigotas liberadas serdo
fagocitadas por outros macréfagos. A infecgdo para o hospedeiro invertebrado ocorre
no momento do repasto sangliineo que tanto ocorre em humanos ou animais
infectados. As formas amastigotas estdo presentes no sangue e ou na linfa intersticial
(ANTOINE et al., 1999; HANDMAN, 1999) (Figura 3).

FIGURA 3 — CICLO BIOLOGICO DE Leishmania sp
FONTE: OMS (2005)

3.4 ETIOPATOGENIA

O curso evolutivo da infecgdo é diretamente relacionado ao perfil da resposta
imune celular, O surgimento antecipado da resposta imune pode preceder o
aparecimento do comprometimento tegumentar ou controlar a infec¢do, evitando o
surgimento de lesGes cutdneas em alguns casos (ROCHA et al, 1999). Na
leishmaniose humana, as subpopulagbes de linfécitos T circulantes e o painel de
citocinas (IFN-y, TNF-a, TGF-g, IL-4, IL-5, IL-10) produzidos por estas células estao

associados aos processos de desenvolvimento da doenga, evolugédo para a cura ou
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protecdo contra a doenga (DE LUCA et af, 1999; DA CRUZ et af, 2002).

MNa evolugao da doenga apds a picada do inseto, na maicria dos casecs, observa-
se 0 desenvalvimento de lesdes cutdneas, As lesfies apresentadas nestes casos sdo
freqiientemente benignas e com tendé&ncia & cura, indicando modulacio apropriada da
resposta imune. A evolugdo para a cura esta associada a indugae de citocinas do tipo 1
e auséncia de |L-4. O padréc de citocinas produzidos por células T reativas a
Leisfunania evidencia um perfil misto tipo 1 {IFM-y) e tipo 2 (IL-4, |L-5) durante a fase
ativa da LTA, com um predominio do tipe 1 nas lesfes cutaneas (PIRMEZ ef af, 1993;
COUTINHO ef a/., 1896).

A resposta imune celular de individuos portadores de LTA frente a antigenos de
Leishmania pode ser demonstrada por teste in vivo como o teste de intradermorreagao
de Montenegro e pelo teste de proliferacdoe linfocitaria in vitro. A resposta imune celular &
variavel de acordo com o estado clinico dos pacientes, estando presente nagueles
acomelides pela forma cutinea, € exacerbada nos casos de lestes de mucopsas e
usualmente suprimida nos casos de leishmaniose difusa. E comum observar resposta
imuna celular contra antigenos de Leishmania nos individuos partadores de LTA, mesmo
apos anos do tratamento, bem como em individuos com leishmaniose cutinea que
émluiram para cura espontanea (COUTINHO et af., 1996),

A caractenzagido dos linfocitos T circulantes realizada em pacientes de
leishmaniose cutdnea {|.C) mostra uma indugdo preferencial de células CD4™ na doenga
ativa, enguanto & observado um aumentc na proporgao de células CD8" durante o
processo de cura (DA CRUZ &f &/, 2002).

Os pacientes com keishmaniose mucosa (LM) desenvolvem uma resposta celular
exacerbada, levando a uma maior gravidade das manifestagfes clinicas. Nas formas
cuténeas gue apresentam uma evolugdo favoravel, prevalece a resposta do tipo 1,
sendo gque, nas formas mucosas, observa-se uma expressdo mais elevada de IL-4.
Nestes pacientes, tem sido demonstrada a maior reatividade das células T especificas
{CD4™), acompanhada de niveis elevados de anticorpos especifices, guando
comparada a forma cutinea localizada (SARAVIA at af ,1989). Apesar da produgio de
IFN-y para a ativagio de macréfagos e destruicio de parasitos, a presenga de um perfil

do tipo 2 parece anular o efeito das citocinas do tipo 1, explicando a cronicidade e a
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dificuldade de resolucdo das formas mucosas (CONVIT ef al.,, 1993, PIRMEZ et af.,
1993). De forma similar ag observado na leishmaniose cutanea, na fase ativa da
leishmaniose mucosa também & cbservada uma indugao preferencial de células CD4”
reativas a antigenos de Leishmania em relagdo as CD8', e a evolugdo para a cura,
observada mais lardiamente, também é sequida de um  equilibric entre as
subpopulagdes de linfocitos T CD4" e CD8" (DA CRUZ &f af., 2002).

Na leishmaniose cutdneo-difusa (LCD), encontramos uma depressdo reversivel
da resposta imune celular especifica ao parasite, levando a auséncia de reatividade de
células T aocs antigenos de Leishmania, tanto in vive (intradermorreagaoc de
Montenegro) quanto in vitro (resposta proliferativa de linfocitos). Também sao
observados auséncia de produgao de IFN-y e predaminio da resposta tipo 2, resultando
na deficiéncia de ativagdo de macréfagos e no aumento da proliferacdo parasitaria
{CONVIT et al., 1993; BOMFIM ef al., 1996).

A resposta imune humoral estda normalmente presents em todas as
manifestaces clinicas de LTA. Us niveis de anticorpos utilizados nos casos de
leishmaniose difusa sfAo elevados. Nos casos de Ieishmaniose cutdnea e cuténec-
mucosa, 05 niveis de anticorpos s3c baixos ou discretamente aumentados guando
ocorre acometimento da mucosa. Apoas cura clinica, os titulos de anticorpos decrescem,
deixando de ser detectados, em alguns casos, em poucas meses. Estudos
demonstraram uma variagdo no padrio de resposta humoral em anticorpos da
subclasse 193G, conforme as diferentes formas clinicas da leishmaniose tegumentar.
Cbserva-se um aumento nos niveis de anticorpos 1gG1 e 1gG3 nas formas clinicas
cutdnea e cutdneo-mucosa, enquanto na forma cutdneo-difusa ocarra Um aumento nos
niveis das classes IgG4 e 1gG1 (DE LUCA et af, 188%9; DA CRUZ ef af, 2002).

3.5 ASPECTOS CLINICOS

Clinicamente, a leishmaniose pode assumir distintas formas: cutdnea {pcedendo
se agravar para cutineo-difusa), mucocut@nea ou ainda visceral (WHO, 1990;
SARAVIA et af., 1988). A leishmaniose visceral é causada por espécies viscerotropicas,
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como a L.{L.) infanfum, que migram por todo o sistema reticular endotelial. A doenca
envolve comprometimento dos drgdos internos, especialmente figado e bago e €
caracterizada por anemia, febres irregulares, hepato e esplenomegalia e perda de peso.
As leishmanioses cutdnea, gque corresponde de 50 a 75% dos casos da doenga, €
mucocuténea sdo causadas por um maior nimero de espécies. A LTA apresenta'
diversas apresentacBes clinicas (BARRAL st a/, 1981}, na maior parte referentes as
infeccBes por L. brazifiensis, com varias classificagtes propostas. A ocorréncia de
formas clinicas distintas da doenga tem sido demonstrada, sendo dependente de
fatores ligados a espécies e cepas do parasita, habitos do wvetor, resposta imune do
hospedeiro e fatores resultantes da interagdo parasito-hospedeiro (GONTIIO &
CARVALHO, 2003).

3.5.1 Leishmaniose cutanea

A leishmaniose cutanea (LC). causada por espécies dermotropicas de
Leishmania, é a forma clinica mais freqiiente. Posteriormente ao periode de incubagio,
gue em geral dura de um a trés meses, podendo se estender a até um ano, surge a
lesao inicial no local da picada do insete vetor. Essa forma inicial pode regredir
espontansaments apds um breve curso abortivo, pode permanecer estacionaria ou
evoluir para um nédulo dérmico denominado histiocitoma, localizado sempre no sitio da
picada do vetor infectada. O histiocitoma 'desenvulue—se em diferentes ritmos,
dependendo da espécie de Lefshmania envalvida. Nos estagios iniciais da infecgio,
histologicamente a lesfo € caracterizada pela hipertrofia do extrato cérneo e da papila,
cam acumula de histiocitos nos quais o parasito se multiplica. Gradualmente, forma-se
um infiltrado celular circundando a lesdo, consistindo principalmente em pequenos @
grandes linfdcitos, entre os quais alguns plasmoécites. Como resultado, forma-se, no
local, uma reagao inflamatéria do tipo tuberculdide. Ocorre necrose, resultando na
desintegracao da epiderme e da membrana basal, que culmina com & formagdo de uma
lesdio Ulcero-crostosa. Apds a perda da crosta, observa-se uma peguena Ulcera, com

bordas ligeiramente salientes e fundo recoberto por exsudato seroso ou seropurulento.
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Esta lesao progride, desenvolvende-se em uma tipica Ulcera leishmanidtica que, por
seu aspecto morfolégico, pode ser reconhecida imediatamente. Trata-se de uma ulcera
de configuragao circular, bordos altos em moldura, cujo funde & granuloso, de cor
vermelha intensa, recoberto por exsudato, dependendo da presenga de infecgles
secundarias {OLIVEIRA-NETQ, 1998)

As lesdes podem assumir, entretanto, outras formas menos caracteristicas, como
seca € hipercerastosica ou vegetativa framboesiforme, com exsudato purulento.
Simultaneamente, ou em seguida ao aparecimento da lesdo inicial, pode ocorrer
disseminagdo linfatica ou hematogénica, praduzinde metastases cuténea, subcutanea
ou mucosa (BARRAL-NETTO et af, 1992). O curso das lesdes tende a ser benigno,
curanda-se espontaneamente num periodo de meses ou anos, ou, apds terapéutica
especifica, forma-se no local, em substituigdo a Gleera, uma cicatriz caracteristica, em
geral com &rea despigmentada & com uma leve depressao na pele, com uma fibrose
sob a epiderme (OLIVEIRA-NETO, 1998, DEDET, 1893}

3.5.2 Leishmaniose mucosa e mucocutanes

A lgishmaniose mucosa {LM) classica & caraclerizada como secundaria e
metastatica, demorando anos para aparecer apos a lesfio cutdnea. O intervalo de
tempo entre a infecgao inicial e ¢ inicio das manifestagfies mucosas & bastanta variave],
podendo ocorrer dentro de um periodo de seis anos. Independente de serem escassos
0s parasitos, as lestes de LM s&o mais resistentes A terapéutica antimonial ¢ em geral
nao tendem a evoluir para resolugdo espontdnea (JONES et af, 1887, OLIVEIRA-
NETG, 1998).

Na forma mucosa em geral, os pacientes apresentam a formagdo de crostas,
eliminacio de secregio serosa ou serossanguinolenta pelo nariz e obstrugdo nasal,
com eritema e infiltragdc na mucosa. As lesées mucosas sao infiltradas, ertematosas,
podendo ser llcero-vegetantes, ulceradas ou vegetantes. A evolugio das |esdes leva a
destruicdo do septo nasal e ao acometimento por contigllidade do assoalho das fossas

nasais, da orofaringe e inclusive da laringe e traguéia. A propagacic das |lesdes,
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comprometendo partes moles da face, causa mutilagdes graves e traumatizantes,
padendo raramente levar a complicagbes, como pneumonia aspirativa, sepse,
sufocamento, com conseqiiéncias até mesmo fatais (OLIVEIRA-NETQ, 1988).

Leishmania brazifiensis & a principal espécie associada aos casos de lesio
mucosa, embora outras espécies, como L. amazonensfs e L. guyanensis, [a tenham
sido isoladas desta forma clinica. Admite-se que cerca de 3 a 5% dos casos de
leishmaniose cutdnea causadas por L brazifiensis desenveolvam a forma mucosa
(GRIMALDI & TESH, 1993; OLIVEIRA-NETO, 1588).

A leishmaniose mucocutanea tem sido caracterizada como distinta da LM. Nessa
forma, as lesfes mucosas sao concomitantes as cutdneas, ocorrendo mais raramente
o comprometimento da mucoesa por contigiiidade a lesdes de pele na face ou por
inocculagio direta do parasito. Nestes casos, os parasilos sdo maiz facimente
encontrados nas lesdes mucosas do gue na LM, embora se constituam formas graves e
de tratamento marfs dificil (MARZOCHI, 1892; OLIVEIRA-NETO, 1998).

3.5.3 Leishmaniose cutanea-difusa

A leishmaniose cutdnea-difusa (LCD) ¢ uma forma clinica incomum de
leishrmaniose, causada no Brasil por L. amazonensis (LAINSON & SHAWY, 1987,
GRIMALD! & TESH, 1993). A doenca apresenta inicialmente caracleristicas de uma
lesdio cutdnea simples, mas gue ndc responde plenamente ao tratamento, evaluindo
progressivamente para a forma difusa. A LCD é caracterizada como uma forma
anérgica da leishmanicse tegumentar, na qual a limitagéo da resposta imune especifica
aos antigenos de Leishmania acarreta em um quadro grave da doenga. Clinicamente,
a LCD caracteriza-se pela presenga de numerosos nédulos, papulas ou fubérculos,
além de infiltrac@o cutdnea difusa, em geral sem ulceragao das lesdes ou acometimento
mucoso. Como aspecto marcante, observa-se abundancia de parasitos nas lesdes, ao
contrdria da LC e da LM {MARZOCHI, 1832; CONVIT ef af., 1993, AZULAY & AZULAY,
1995},
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3.6 ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS DA LTA

As leishmanioses estdo amplamente distribuidas nos diversos continentes, com
caracteristicas epidemiologicas distintas, proporcionadas pelas variaveis geograficas e
climaticas de cada regido., Em decorréncia desta variabilidade e com o processo
evolutivo, deu-se o surgimento de ecossistemas especificos, onde convivem mamiferos
hospedeiras e flebotomineos transmissores do parasito, possibiliiande os diversos
ciclos de transmissao (GRIMALDI et af., 1989).

Nas Americas, a doenga & encontrada desde ¢ sul dos Estados Unidos até o
norte da Argentina, nac ocorrendo no Chile e no Uruguai, e esta associada a
colonizagdo agraria, construgao de estradas, garimpo, mineragao, extracao de madeira
e outras atividades extrativistaz. Os indigenas habitantes de regides endémicas,
militares em treinamentc nas selvas e expedigbes turisticas em areas florestais sfo
também acometidos (GRIMALD! ef af., 1989; FALQUETO & FERREIRA, 2005).

No Brasil, as leishmanioses sfo amplamente distribuidas terrtorialmente,
acometende o homem em prevaléncias diferentes de acordo com as regides
geograficas do pais. Independente das medidas de controle implementadas, o nimero
de casos registrados vem aumentando progressivamente, chegandeo a 450.000 casos
novos entre 0os anos de 1980 e 2000, A daenga ocarre em todos os estados, com maior
concentragin nas regifes norte e nordeste, tendo sido observado aumento de casos
também na regidc sul do pais (FUNASA, 2002,

Em todo o Nove Mundo, a transmissdo da LTA ocorre em dois ciclos distintos:
silvestre e per-urbang, Antes associada apenas com areas florestais, a transmiss&o
estd cada vez mais adaptada ao ambiente peridomiciliar devide ao fato do homeam
adentrar areas preservadas para a construgio de suas residéncias. Na cadeia
epidemiolégica classica, o ciclo do parasito & mantido entre flebotomineos e animais
silvestres, sendo o homem considerado um hospedeiro acidental, que se infecta
quando penstra na mata, em geral para exercer atividade relacionada ao trabalho. O
entendimento da epidemiclogia da doenga tem caracterizadc um aspecto
predominantemente endémico, especialmente em areas de colonizagao onde florestas

primarias foram substituidas por matas remanescentes ou residuais. (luando o homem
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fixa residéncia nestes arredores ou nas encostas das serras, maniém o habito de
circular pela floresta adjacente. A adaptagao do flebotomineo ac ambiente peridomiciliar
ou mesmao domiciliar propicia a transmissido de Lefshmania a animais domésticos, com
a possibilidade de atuarern como reservatérios ou amplificadores da transmissio da
infecgdo ao homem, fazendo com que a probabilidade de contaminagio seja
semelhante a0 observado na populacio sob risco. Este tipo de cadeia epidemiclégica
gcorre em dreas endémicas nos estados do Sudeste, Parana {Vale do Ribeira), além de
amplas dreas na regido nordeste do pais. Nesses |ocais, embgra sejam mantidas as
caracteristicas de endemicidade da deenga, as populagdes sob risco sdo atingidas por
surtos, muitas vezes de proporgdes limitadas, ou casos esporadicos com caracteristicas
de sazonalidade (GRIMALDI et al, 1988; MARZOCHI| & MARZOCHI, 1894; CASTR(Q,
20013,

A situagao se agrava se considerarmos o potencial patogénico do parasito,
caracteristicas bioldgicas de distintas espécies do flebhotamineo, com efeito na
transmissao de Leishmania, alem das dificuldades operacionais na eliminagdo dos
insetos transmissores e a precariedade dos servigos de saude (TALHARI ef af., 1988).
O complicador maier & a diversidade de espécies. 830 conhecidas cerca de 700
espécies de flabotomideos, das quais 400 ocorrem no continente americang; no Estado
de Sdo Paulo sdo conhecidas 60, mas nem todas séo vetores das diferentes espécies
de Leishmania. Quando seu habitat & destruido, o mosquilo adapta-se facilmente ao
ambiente domiciliar. A disseminagio des parasitos acontece em areas focais porgue os
insetos voam silencipsamente em sallos, em vHoes curtos zté poucas centenas de
metros do local onde se alimentaram e foram contaminados. Na regido norte do
Parana, estudos demonstraram que Lufzomyla whittmani € a espécie predominante de
flebotominesn, sendo caracterizada a infecgdo por L. (V) braziliensis nestes insetos, o
gue confirma seu papel de vetor da doenca (LUZ et &f, 2000}, Além disso, o numero de
casos de leishmaniose registrados no Parana recentements &€ bastante elevado
(THOMAZ-SOCCOL ef al., 2003, CASTRO et af, 2005},

Outroe fator de complicagdo para o estudo da doenga se refere ao fato de ela
possuir uma epidemioclogia diferenciada em cada regiac do estado. No Vale do Ribeira,
a doenga & conhecida desde o inicio do seculo XX. Ja na regido norte do estado, os
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primeiros casos vieram com a colonizagdo, nos anos 40 e 50 do século XX. Nas duas
regiées endémicas, ha diferenca de espécie vetora, sendo Lu. infermedia fregliente na
regido do Vale do Ribeira e Lo, whitmani na regidoc norte do Estado (CASTRO ef af.,
2002 e 2005).

3.7 DIAGNOSTICO DA LTA

O diagnostico de leishmaniose abrange aspectos epidemiclégicos, clinicos e
laboratoriais. Frequentemente, a asscciagfo de alguns desses elementos & essencial
para se chegar ao diagnostico final. Apesar de todos os avangos ocorridos na Ultima
década, incluindo as metodologias de kiclogia molecular, ainda nédo foi estabelecida
uma forma de diagnostico absoluta e precisa para todos os casos clinicos de
leishmaniose.

Boa parte dos métodos classicos de diagndstico possui limitagbes significativas,
incluindo baixa sensibilidade em fungdo da escassez de parasitas, reagbes cruzadas
com outros tripancsomatidecs, problemas quanto a capacidade imune do paciente,
demora excessiva para a obiengo de resultados e o acesso restrito dos pacientes das
regibes endémicas aos servicos de salde que disponham de estrutura tecnoldgica
adequada. Dessa forma, novos métcdos de diagndstico vém sendo propostos nas
Ultimas décadas. Anticorpos monoclonais {McMAHON-PRATT ef al, 1982) e
isoenzimas (RIOUX ef al., 1980, THOMAZ-SOCCOL ef af., 1993;) parecem ser os que
atingiram maior prestigio, apesar destes métodos exigirem grande quantidade de
parasitos. Para suprimir esse problema, novas técnicas de elevada sensibilidade
baseadas no DNA foram padronizadas (PEREIRA, 2005).

3.7.1 Diagndstico clinico e epidemiolagico

O diagndstico clinico da LTA pode ser feite com base na caracteristica da leséo

que o paciente apresenta, associado & anamnese, tendo os dados epidemiclégicos
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grande importancia, especialmente se o paciente procede de area endémica ou esteve
em contato com as florestas de zonas leishmanidticas. Nas formas tipicas, nas quais a
lesdo esta evidente e a histdria clinica & exuberante, o diagndstico clinico pode ser feito
sem dificuldade. Contudo, deve ser feito o diagnéstico diferencial de outras dermatoses
granulomatosas que apresentam lesdes semelhantes a LTA. As ulceragfes cutaneas
devem ser distinguidas das Ulceras tropicais fusoespiroguetarias, que geralmente se
localizam na parte inferior das pernas, onde costumam ser extensas, de limites
irreguiares, muito supurativas, fétidas & dolorosas. As formas verrucosas e vegetanies
devem ser diferenciadas de l|esées semelhantes produzidas pela bouba, pela
blastomicose, histoplasmose e pela esporotricose, entre outras. © diagndstico
diferencial cabe tambem para ¢ impetigo, a sifilis, a lepra, a tuberculose cutfnea e
outros guadros semelhantes (REED, 1896: OLIVEIRA-NETO, 1988 GONTIJO &
CARVALHO, 2003).

3.7.2 Diagndstico laboratorial

3.7.2.1 Diagndstico parasitoldgico — pesguisa do parasito

A demonstracas do parasito para o diagnodstice da LTA pode ser feito do material
obtido das lesdes, por meio de exame direto do esfregage por aposigdo, exame
histopatolégico, culturas e indculo em animais. O fragmento de tecido deve ser retirado
da borda da lesdo, com auxilio de puneh ou bisturl. Para uma amostragem adeguada, é
necessario que este fragmento contenha regiGes diferentes da lesao em extens&o
(Wceara, barda & pele adjacents) e profundidade {derme e epiderme), pemitindo boa
avaliagéo histopatologica e a utilizagho do fragmento para outros procedimentos. Nas
lesdes mucosas, o fragmento deve ser retirado das dreas infittradas {(EEEMAN, 1997).

3.7.2.1.1 Esfregago por aposicao e histopatoldgico

O exame mais simples, e por essa razéo geralmente o primeiro a ser realizado, é
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a procura direta da forma amastigota em material obtide da lesio por escarificagéo,
aspiracao ou bidpsia da horda. No esfregaco em laminas coradas com Giemsa ou
| eishman & no exame histopatologico corado por hematoxilina-eosina, a visualizagao
das formas amastigotas, nos casos de infecgdo recente por L. brazifiensis, esta em
torno de 100% nos dois primeiros meses de evolugdo, 75% aos seis meses e 20%
acima dos 12 meses. Em geral, a porcentagem de positividade usando ¢ método de
demonstracio direta do parasito & inversamente proporcional a dura¢éo da infecgéo,
sendo que em lesdes recentes, os amastigotas podem ser encontrados com maior
facilidade. No entanto, em lesbes crfnicas, as amastigotas sdo escassas, reguerendo
maior dedicacdo do microscopista, o que também ocorre em casos de lesdes
cutaneomucosas (FURTADO, 1894).

No exame histopatolégico, o fragmento de pele obtide pela bidpsia & submetido a
técnicas histeldgicas de rotina, com coloragéo hematoxilina-eosina. O encontro de
amastigotas ou de um infiltrado inflamatdrio caracteristico & compativel com a evolugéo
da infecgio, pode definir ou sugerir o diagnéstico. A pesquisa visual de amastigotas
nesses exames € dificultada pelo tamanho reduzido das amastigotas, associado &
escassez parasitéria nos casos gerados por espécies do subgénero Vianmia. O achado
das formas amastigotas, gue resultaria num resultade conclusivo, & mais dificil nos
exames histopatoldgicos do que nos esfregacos por aposicgo, uma vez que os
fixadores tendem a induzir uma retrag&o tecidual, reduzindo ainda mais o tamanho do
parasite {CUBA, 2000). A pesquisa do parasitc nestas metodologias exige um
microscopista experimentado € persistente, pois a chance de se encontrar o parasito &
diratamente proporcional ao tempo dedicado ao exame da lamina {CASTILLO &
ROJAS, 1897}

Mo aspecto histoldgico, considerado para sugeric o diagndstico na
impossibilidade de identificagdc das formas amastigotas, os casos cutineos
apresentam um infiltrade fugaz de polimorfonucleares neutrdfilos que & substituido pelo
infiltrado  histiolinfoplasmocitaric caracteristico (reagdo exsudativa celular), como
primeira reacdo frente 3 presenga do parasito nos tecidos. Os parasitos, quando
presentes, sio encontrados em vacuolos intracitoplasmaticos dos macréfagos ou nos

espacos intercelulares, geralmente isolados. Com a evolugao da lesédo e o aumento do
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nivel de anticorpas circulantes e nos tecidos, ocorrem fendmenos necrdticos no
infiltrado celular, pedendo apresentar vasculite (reagdo exsudativa e necrética). Em
seguida, as areas de necrose sd0 rodeadas por macréfagos ativados e células
gigantes, quando ocorre a diminuicao da carga parasitaria determinada pela necrose
(reacao exsudativa e necrético-granulomatosa). A resposta tissular volta ao ponto inicial
tom a presenc¢a exclusiva do infiltrado histiolinfoplasmocitéario enquanto houver sinais
de agresséo tissular. Com a involugdo espontdnea ou sob terap8utica, o infiltrado
celular nos tecidos comeca a diminuir, persistinde por algum tempo apds o fechamento
da lesdo, participando do clareamento dos residuos pos-inflamatérios e na
recomposicao dos tecidos (MAGALHAES et al., 1982, 1986).

As formas mucosas apresentam uma reagfo inflamatoria crinica, que se
estende da zona papilar a reticular, constituida por um infiltrade dérmico de linfocitos,
histibcitos e plasmécitos (reagdo exsudativa celular). Também s30 observados
granulomas associados a necrose tissular. A degeneragdo fibrindide do colageno € a
vasculite sao achados comuns gque, na auséncia de amastigotas, sugerem o
diagnostico para esta patologia (MAGALHAES ot al,, 1982, 1986).

Os casos da forma clinica cuténeo-difusa tém como caracteristica histopatolégica
a presenca de um granuloma constituido por macréfagos vacuolizados, densamente
parasitados {reagdo exsudativa mononuclzar). Nos casos da ferma hiperérgica, ocorre
nos tecidos um granuloma do tipo tuberculdide (reagdo exsudativa tuberculdide).
MNestes casos geralmente encontra-se grande quantidade de parasitos.

Apesar da baixa sensihilidade, o exame histopatologico pode ser alil no
diagnéstico diferencial, pois permite eliminar varias outras patologias, dentre elas
neoplasias e paracoccidioidomicose, que sfo comumente copfundidas com
leishmaniose, e fornece dados que, associados as quadro clinico & epidemicldgico,
podem sugerir ¢ diagndstico de leishmaniose (MAGALHAES ef af., 1982, 1986).

3.7.2.1.2 Cultura

Das metodologias utilizadas para o diagndstico parasitologico, a cultura & o
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metodo que geralmente apresenta os maiores indices de positividade, em torno de 50 a
80% dos casos, dependendo das condicties de obtengdo do fragmento e do manuseio
no cultive (WEIGLE et af., 1987). A positividade aumenta quando sao observados os
cuidados técnicos na coleta, incluindo a desinfeccdo prévia da lesdo, acondicionamento
do fragmento em salina com antibidtico, transporte sob refrigeragfio e processamento
do material em condicbes assépticas. Essas medidas diminuem a ocorréncia de
contaminagdo, que dificultam o crescimento da Leishmania e a possibilidade de
isolamento (WEIGLE ef af., 1987; CUBA, 2000).

A cultura pode ser feita a partir de fragmentos do tecido cu de aspirados dos
bordos da lesdc ou de linfenodos infartados. As formas promastigotas crescem
relativamente bem em diversos meios de cultura & temperatura ambiente (24-26°C). Os
meios mais empregados para isclamento sdo o 4gar-sangue de Novy e McNeal
modificada por Nicolle — NNN, € o de Tehie — Evans, peis aumentam a probabilidade de
isolamento do parasito. Nas culturas axénicas, o crescimento do parasita ocorre em
cerca de sete a dez dias, devendo ser mantida por repigques sucessivos, com intervalos
de cince a dez dias entre um e cutro (WEIGLE &f af., 1987; .CUBA, 2000).

3.7.2.1.3 Ingculagdo em animais

Cutra forma de diagndstico parasitoldgico direto & a inoculagdo em animais
susceliveis, dos guais o hamsfer e o camundongo t&dm sido os mais utilizados. O
metodo consiste em inocular no focinho ou nas patas posteriores, via intradérmica, um
triturado com scoro fisiolégico de fragmento da lesfo suspeita. Esse método de
isolamento, infelizmente, além do longo tempo necessario para a evolugdo da lesdo no
modelo animal {2 a 8 meses, em média), tem sua eficacia submetida a grande variagéo,
conforme a especie de {eishiimania, especialmente do subgénero Viannfa (FURTADO,
15584 CUBA, 2000).
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3.7.2.2 Diagnostico molecular

A necessidade de tecnologias com maior sensibilidade para o diagnéstico da
LTA tem direcionado os estudos para metodologias bassadas na pesquisa do DNA ou
ENA do parasito. A parir da década da B0, cada vez mais s aplicados métodos
moleculares para a detecgido e ideniificacdo precisa dos parasitos do género
Leishmania, sem necessidade de isclamento do parasita em cultura. De uma forma
geral, assume-se que a deteccdo de DNA de Leishmania resulta da presenga do
parasita vivo no tecido, indicando, desta forma, infeccdo ativa (PINERO et al., 1889).
Métados de hibridizacao com sondas especificas e técnicas de amplificagac de acidos
nucleices, incluindo a reagdo em cadeia da polimerase — transcriptase reversa {RT-
PCR) para detecgic de RMA e a reagio em cadeia da polimerase (PCR) para detecgdo
de DNA, estho disponiveis para identificacdo do parasite (SCHALLING & OSKAN,
2002). A detectdo de parasitos pela PCR é supericr aos métodos parasitologicos
convencionais, podendo alcangar uma sensibilidade de 87% na leishmaniose cutanea &
71% na leishmaniose mucosa causadas por L. brazifiensis {(PIRMEZ et al, 1999,
PEREIRA, 2005). A PCR tem se mostrade como uma nova opgéo, principalmente em
fungio de sua grande sensibilidade, sende particularmente Ol nos casos em que a
guantidade de parasitas nas lesdes & escassa. Essa metodologia tem sido a mais bem-
sucedida técnica molecular utilizada para o diagndstico, inclusive permitindo diferenciar
espécies do agente efiolégico, alem de apresentar especificidade, sensibilidade e
versatilidade superiores aos meétedos convencionais (SINGH & SIVAKUMAR, 2003;
TAVARES ef af., 2003). O cinstoplasto, arganela exclusiva dos kinetoplastida, contéam
apraximadamente 10.000 fragmentos circulares de DNA (minicirculos de DNA do
cinetoplasto — kKDNA), com peso molecular entre 500 & 800 pb para espécies do génerp
Leisfumania. A singularidade dessas moléculas tem chamado a atengaoc das tecnicas
moleculares de diagndstico como a PCR, que vem mastrando bons resultados no uso
do kDNA de Leisfrnania (RODRIGUES ef af, 2002). Outra técnica molecular muito
utilizada & a RAPD, que foi desenvolvida por Wiliams sf &/ (1980) ¢ Welsh &
McClelland {1980} e utilizada para identificacfo de espécie, diferenciacéo e

variabilidade genética intra-especifica, epidemioclogia molecular e evolugio genética dos
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prolozoarios pertencentes ao género Leisfimania (BANULS et af, 1998, PEREIRA,
2005).

3.7.2.3 Diagnostico sorolégico — imunofluorescéncia indireta e enzimaimunoensaio

Entre 0s métodos sorolégicos para o diagnostice da LTA, a imunoflugrescéncia
indireta {iFl) & enzimaimunoensaio (ELISA) s3o rotineiramente os mais utilizados. As
técnicas sdo baseadas na utilizagdo de antigenos de Lefsfwmania, fixados em fase
solida, submetidos & reagdo sorologica com amaostras suspeitas e anticorpos
conjugados, marcados com substincias fluorescentes ou enzimas, que permitem a
detecglo, titulagdc e quantificagdo de pequenas quantidades de anticorpas especificos
nas amostras avaliadas (THIERRY ef af., 1991).

A3 reacbes positivas podem auxiliar no diagndstice, desde que excluidas as
possibilidades de reacdo cruzada. Considerando que as metodologias nao sac espécie-
especificas, ocarrem reacdes cruzadas com outros tripanossematidecs, dificultando o
seu uso em areas endémicas onde ocorrem casos de doenga de Chagas e
leishmaniose visceral (calazar) (FURTADO, 1980). A sensibilidade dos testes
sorolégicos & relativamente alta, variando nos estudos realizados de 50 a 70%, apesar
de resultados negativos ndc excluirem o diagnéstico de leishmaniose (KALIPADA,
1995). Qs titulos de anticorpos sdo normalmente baixos em casos com lesdo cutanea
recente, mas podem estar aumentados nas formas cronicas da doenga, especialmente
em casos de envolvimento mucoso. A utilizagao de IFl e ELISA tem se mostrade (Otil no
acompanhamento da evolugdo terapéutica e ng controle de cura, sendo observados a
gradual diminui¢do e o desaparecimento dos titulos sorolégicos (CHIARI et af., 1973
KALIPADA, 1985).

3.7.2.4 Avaliagao da resposta celular — intradermorreagio de Montenegro

A intradermorreagio de Montenegro {IDRM) & uma reacao de hipersensibilidade
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tardia, gue consiste na aplicagde de 0,1 mL de antigeno de Leishmania
intradermicamente na face anterior do antebrago. Embora existam diferentes
preparades disponiveis, todos utilizam proteinas extraidas de formas promastigotas. No
caso de reagdes positivas, verifica-se o estabelecimento de uma reagido inflamatéria
local formando um nédulo ou papula, com didmetre igual ou superior a 5 mm, que
atinge 0 auge em 48-72 horas, regredindo a partic daguele periods. A sensibilidade e a
especificidade do método variam de 80 a 100% (FURTADO, 1980), dependendo da
gquantidade de proteina e da espécie de Lefshmania utilizada no preparado e da forma
de preservacgdo dos antigenos (AKUFFQ et af., 1995). O teste pode ser negativo em
casos de lesdes ativas com tempo de evolucaoe inferior a trinta dias e na leishmaniose
cutdnea-difusa (MELO ef af., 1977; SOUZA et al, 1992; FUNASA, 2000).

A IDRM avalia a presenga de hipersensibilidade tardia a antigenos de
feishmartia, portanto nao avalia se o individuo apresenta uma infecgdo recente ou

passada, ou qual a especie causadora da infeccdo (MELO ef af, 1977).

38 METODOLOGIAS DE IMUNDCITOQUIMICA (IGQ}IEMU'NDHISTDQUIMICA {IHQ)
2.8.1 Fundamentos e historico

Imunacitoguimica e imunohistoguimica s3o definidas como metodolegias que
utllizam anticorpos para localizar e identificar estruturas teciduals, gue funcionam como
antigenos, in sity. Essas técnicas consistem em um conjunto de reagfes especificas,
baseadas na interacdo antigeno-anticorpo, que ao final do processo conferem cor ou
eletrodensidade a estrutura em estudo. Essa metodolegia permite a conjugacio de um
marcador & um anticorpe, outra proteina ou composto, sem causar dang a ligagdo
estabelecida entre o antigeno & o anticorpo, possibilitande a chservagdo microscbpica
dos locais ocupados pelos anticorpos e conseqlientemente pelo antigenc, seja ele um
componente celular normal ou patogénice (STERNBERGER, 1988).

A primeira técnica de 1CQ foi introduzida por Coons ef af. (1841) e compreendia

a conjugacio de um anticorpo com um corante flucrescente, com sua utilizagfo na
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identificagao de antigenos em cortes histologicos. O primeiro composto a ser conjugado
com um anticorpo {oi o isocianato de fluoresceina, sendo substituido posteriormente
pelo sotiocianato de fluoresceina e por outros compostos com maior facilidade de
conjugagao, como as enzimas peroxidase, fosfatase alcalina e glicose oxidase.

Os metodos de conjugacéo sdo classificados como diretos e indiretos, podendo
estes (itimos ser utilizades como indireto simples ou com composics conjugados, como
0 PAP {peroxidase antiperoxidase), APAAP (fosfatase alcalina antifosfatase alcalina),
avidina-biotina, espreplavidina-bictina e LSAB {lablled streptavidin-biotin), polimero
direto (EPOS &) e polimero indireto (Envision® e Ficture®) (POLAK & NOORDEN,
1984; BORGES-FERRO, 2005).

3.8.2 Pré-requisitos técnicos para as metodologias de 1ICQ e IHQ

A aplicagde das metodelogias de ICQ e IHQO deve observar determinados

requisitos tecnicos necessarios a obten¢do dos melhores resultados.
A primeira condigao a ser observada & que o antigeno, no decorrer do processo, deve
permanecer insoluvel e disponivel no tecido em estudo. Esta insolubilidade implica em
sua permanéncia no sitio original, bem como na preservagdo das caracteristicas
antigénicas originais. Em alguns casos, & necessaria a aplicacao de métodos de
recuperacao antigénica das amostras {BORGES-FERRG, 2005).

A segunda condigdo necessaria € a especificidade do anticorpo primario, ou zeja,
sua capacidade de ligar-se especificamente ao antigeno pesquisado, restringinda-se ao
maximo as ligagdes inespecificas de fundo (background). Essa especificidade depende
do terceiro pré-requisito, que é caracterizado pelo conhecimento do sore ou anticorpo
primario utilizado. Caracteristicas como clonalidade, classes e subclasses de
imunoglobulinas, espacificidade, reatividade, condigbes de manuseio e astabilidade
revelam-se essenciais para a interpretagao dos resultados bem como para avaliagao da
qualidade da técnica desenvolvida. A quarta condicdo essencial para as metodologias
de 1CQ e IHQ refere-se ao usg de um marcador (conjugade e cremoégeno) com

estabilidade e intensidade suficiente para sua observag@o e correta identificacio, néo
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permitindo duvidas sobre a presenga do antigeno no material em estudo (POLAK &
NCOORDEN, 1984, BARRET, 1988; BORGES-FERRQ, 2005).

3.8.3 Caracteristicas e aplicagbes da avidina-biotina

Os metodos de avidina-biotina sdo utilizados desde 1940, em cromatografia
bioguimicas que se baseavam em sua grande afinidade. A avidina & uma proteina de
carater basico, com pesc molecular de 57 KD, presente na clara de ovo em grandes
quantidades. E constituida por quatro subunidades, que por sua vez apresentam uma
cadeia polipeptidica com seqlténcia de 128 aminoacidos cada. A principal caracteristica
da estrutura tercigria desta molécula & a formagao de quatro sitios, cada um
correspondendo a uma das referidas subunidades, que tem a capacidade de ligar-se as
moleculas de biotina. As metodologias de avidina-bictina baseiam-se nos seguintes
principios: |
— afinidade entre avidina e bictina, gque ao se ligarem formam um complexo
praticamente indissociavel;

- possibilidade de ligagao da biotina com cutras moléculas (enzimas e anticorpos),
fermando compostos biotinilados;

- possibilidade de marcagao da avidina com enzimas, metais pesados € fluorocromos;
— possibilidade de utilizagéo da awvidina para ligagdo (ponte) entre dois compostos
biatinilados.

Apesar de suas caracteristicas Oteis, a avidina apresenta a desvantagem de
possuir residuos oligossacarideos em sua estrutura, induzindo sua ligagdo a estruturas
teciduais de carga eletrica negativa, proveocande o aparecimento de coloragéo
inespecifica de fundo. A solugdo para esta limitagéo téenica ocorreu com o surgimento
da estreptavidina, uma proteina com peso molecular de 60 KD, obtida a partir de
culturas de Streptomyces avidini, que ndo apresenta residuos oligossacaridicos e tem
as demais caracleristicas favoraveis da avidina (HSU ef a/., 1981, BORGES-FERRO,
2005).

A bictina, também conhecida como vitamina H, € uma proteina de 244 daltons,




encontrada em grande quantidade na gema do ovo. Sua simplicidade estrutural e sey
tamanho reduzido permitem sua ligagdo com facilidade aos quatro sitios especificos da
avidina e estreptavidina. A ligagéo quimica especifica entre as duas moléculas ocotre
de forma ndo-covalente, com elevada velocidade cinética e grande estabilidade,
podendo ser desfeita somente em situagdes extremas de acidez, com pH abaixo de 1,5
{HSU et af., 1881; BORGES-FERRQ, 2005).

O processo pela qual a biotina é conjugada as moléculas de enzimas, acidos
nuclgicos e anticorpas & denominado bictinilagdo. O tamanho reduzido da biotina
permite sua ligagdo a outras estruturas, sem que ocorra alteragdo de suas
caracter(sticas imunolégicas e fisico-quimicas, podendo inclusive ser realizada a
multipla biotinilagde com o revestimento de anticorpos com até 150 moléculas de
biclina. Este processo utiliza as moléculas de biotina em sua forma ativada, permitinda
a ligagao de seus grupos carboxilicos aos terminais NM: dos anticorpos ou outras
maléculas de interesse (HSU ef af., 1981; BORGES-FERRO, 2005).

A avidina pode ser marcada por diversas moléculas, como os fluorocromos
rodamina e fluoresceina, enzimas peroxidase, fosfatase alcalina e beta-galactosidase,
ferritina e ouro coloidal. No caso dos fluorocromos, pode ocorrer a ligagdo via um
derivado do isotiocianato, para as enzimas e ferritna é utilizado um reagente de brago
dupla, como ¢ glutaraldeido, & o ourg colvidal pode ser ligado por forgas eletrostaticas
nac-cavalentes (HSU ef af, 1981;POLAK & NOCORDEN,1886; STERNBERGER, 1986;
BORGES-FERRO, 2005).

3.8.4 Metodos imunocitoquimicos de avidina-biotina

Os meétados que utilizam a avidina-biotina ndo diferem essencialmente dos
demais métodos de diagnéstico imunocitolégico, ndo necessitando a utilizagio de
pracessamenta ou fixagao especial, podendo ser aplicados na rotina diagndstica de
servigos iaboratoriais. Os méfodos mais comumente utilizados s@o o LAB (Labefled
awidin-biotin), LSAB (Labefled streptavidin-biotin) & ABC (Avidin-biotin complex). O

método apresenta elevada sensibilidade, proporcionada pela ampliagéo do sinal devido
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4 biotinilagdo do anticorpo secundaric com até 150 moléculas de biotina, aumento na
qualidade da marcagdo em casos de fixagio prolongada cu processamento deficiente,
diminuicao no tempo de processamento & custos da técnica e diminuigio das
coloragdes inespecificas de fundo (HSU ef &/, 1981;BOENISCH, 2001; BORGES-
FERRO, 2005).

3.8.5 ICQ e IMQ aplicadas no diagnostico da Leishmaniose Tegumentar Americana

O desenvolvimento das metodologias de ICQ/IHQ tem sido acompanhado pela
avaliagdo de diferentes anticorpos, tanto policlonais como monaclonais. Desde 1933, a
OMS tem testado um conjunto de anticorpas monoclonais contra a maioria das
espécies de Leishmania, iotalizando aproximadamente 70 espécies (GRIMALDI &
McMAHON-PRATT, 1986). Um anticorpo monoclonal denominado G2D10 reconheceu
todas as espécies de Laisfimania testadas, bem comao parasitas pertencentes a familia
Trypanosomatidae, ordem Kinetoplastida (KENNER et af., 18881, Considerando
prioritariamente o diagndstico da doenga, a utilizagdo de anticorpos policlonais atende
aps  reguisitas técnicos de sensibilidade e especificidade necessdrios para sua
aplicagae em ICQ/IHQ, sendo mais acessivel que os monoclonais, tanto no aspecto de
custo financeiro quanto na disponibilidade de estrutura técnica de produgio. Estas
caracteristicas tém permitide a aplicaco dos anticorpos policlonais em [CQ/[HQ para a
identificacdo, com sucesso, de amastigotas integras e antigenos de Lefshmarnia em
diferentes tecidos humanos e animais (SCHUBACH et a/., 2001; TAFURI, 2004).

A metodologia de IHQ tem apresentado sensibilidade de 59 a 95%, dependendo
do pardmetro considerado. Para o padrdo amastigota, que implica na visualizacgo do
parasita integro, a sensibilidade ¢ menor. A especificidade da metodologia utilizando
anticorpos policlonais & de 95 a 100%, considerando parasitas pertencentes a famlilia
Trypanosomatidae, ordem Kinetoplastida.

Mesta perspectiva, o desenvolvimentc de metodologias de ICQAHQ que
colaborem para o estabelecimento de um diagndstico correto e seguro da LTA,

permitira a identificagdo de areas prioritarias para agbes de prevencio, tratamento e
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controle. O sisterna a ser desenvolvido deve ser de facil execucdo e interpretacao, sem
a necessidade de equipamentos adicionais, podendo ser utilizade em locais que nio
disponham de estrutura técnica laboratorial sofisticada.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 OBTENGCAO DOS ANTIGENOS SOLUVEL E INSOLUVEL

Formas promastigotas das cepas de referéncia MHOM/BRI75/M2803 de L. (V)
brazitiensis e MWMHOM/BR/TE/IPHE de L. (L) amazonensis foram cultivadas
separadamenie em meios bifasicos de Tobie ~ Evans a 24°C, por pericdos sucessivos
de sete dias, sendo transferidas de tubos {15 mL) para erlenmeyer (250 mL) e garrafas
de Roux {1000 mL). Apds a fase exponencial de crescimento, o sobrenadante contendo
0s parasitos foi recolhido de suas respectivas culturas e ¢ material filtrado em gaze e
centrifugado a 3500 rpm a  4°C. O sedimento de parasitos foi lavado com soro
fisiologico a 0,8% e 0,3% sucessivamente, para lise das hemacias e remogic da
hemoglobina de coetho proveniante do meio de cultura e residual no sobrenadante. Os
parasitos obtidos foram lavados por suspensdo e centrifugagao com tamp&o PBS pH
7,2

O material foi submetido por cinco vezes a processo de congelamento a ~ 80°C
{nitrogé&nio liguido) e descongelamento imediato a 37°C. Apos esta etapa, 0 material foi
submetide ao tratamento com ultra-som (5 séries de 30 segundos — 80 ciclos por
minuto), para rompimento da esfrutura celular, controlado por microscopia dtica. Todas
as etapas foram reazlizadas em banho de gelo.

Os antigenos obtidos foram centrifugades a 15000 rpm a 4°C por 60 minutos
para recuperacio, no scbrenadante, do amtigeno solivel e no sedimento para o
antigeno insoltvel, contendo membrana, cinetoplasto e flagelo.

A concentragac de proteinas do antigeno sollvel contida no sobrenadante foi
determinada em triplicata pelo método de Bradford {1976). No antigeno insolivel, por
se tratar de material particulado, a determinagdo de proteinas foi realizada em
sextuplicatas, por dosagem de nitrog€nio total — método de micro Kjeldahl (A.O.A.C.,
960.52, 1995 - modificado) e convers3o em proteinas aplicando o fator de multiplicagio
6,25. Ambos os antigenos foram aliquoiados e armazenados & - 20°C até sua

utilizagao.
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4.2 OBTENGAQ DE SOROS HIPERIMUNES

Para obtencao de sores hiperimunes (HPI), foram utilizados dois coglhos da raga
Nova Zelandia albinos para cada antigeno de L. (V.} brazifiensis (solGvel e insolavel) e
L. {L.) amazonensis (sollvel e insolavel). Os animais foram inoculados na regiéo dorsal,
via subcutinea, com doses de 1,0 mg de proteina, sendo que ao final do ciclo de
imunizacio cada animal recebeu 3,0 mg de proteina de cada antigeno. A primeira dose
foi constituida de uma emulsdo com volumes iguais de solugdo antigénica e adjuvante
de Freud completo, num volume de 3 mL. Apds 30 dias, foi inoculado a segunda dose,
cam volumes iguais de solugdo antigénica e adjuvante de Freud incompleto. Contados
45 dias do inicio do cicle de imunizacdo, os animais receberam a terceira dose com
composicao idéntica & segunda. Foram coletadas amostras sanglineas dos animais
inoculados e do controle aos 0, 15, 30, 45 & 55 dias para acompanhamento da cinetica
de producdc de anticorpos. Sangrias de produgio foram efetuadas com B0 e 65 dias
apos a primeira ingculagde, com a finalidade de obter maior volume de soro.

A titulagdo de anticorpos foi realizada utilizando-se as técnicas de ELISA {item
4.3} & os soros hiperimunes foram armazenados a — 20°C até processamento e
purificacio. Tambem foram armazenadas {— 20°C} aliqiictas em tampao PBS 0,05 M,
pH 7.4 e em sclugac contendo glicerol a 10%, para posterior avaliagao.

4.3 PESQUISA DE ANTICORPOS ANTI-Leishmania

G cantrole da cinetica de preducdo de anticorpos, pelos animais imunizadeos,
bem como a detecglo de anticorpos especificos nos sores hiperimunes e
imunogiobulinas  purificadas, foram realizados ulilizando-se a metodologia de
enzimaimunoensaio (ELISA) (ENGVALL, 1972) em microplacas de poliestireno. Na
padronizagdo da tecnica foram estabelecidas as concentragbes do antigeno soluvel por
cavidade {sensibilizacdo da placa), do substrate e do cromageno, alem das diluigbes de
amostras {scros hiperimunes e Ig5) e conjugados.

Os antigenos soliveis utilizados foram diluidos em ‘“coating buffer” na
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cohcentracdo de 250 ng/cavidade e fixados nas placas mantidas "overnight’ a 4°C. Na
seqléncia, as placas foram lavadas, com solugdo de lavagem {soro fisiclogico 0,9%
com 0,5% de Tween 20} e secas por inversdo em pape! tecalha e blogueadas com
solugcdo de caseina a 2% por incubacdo a 37°C, uma hora. Apds o bloqueio, novo
procedimento de lavagem e secagem foi realizado. Na seqiliéncia, foram adicionados
100 wlicavidade das amostras e controles, diluidos em {ampao de incubagao e mantidos
a 37°C por uma hora, As amostras de soro e imunoglobulinas foram testadas nas
dilvigbes de 1/100 e 1/200. Foi realizada nova lavagem & secagem e acrescentado 100
Kicavidade do conjugado enzimatico anti-lgG de coelho peroxidase {Sigma A-6154),
diluido 11000 em tampdo de incubagdo. Apds incubagdo a 37°C por uma hora, com
nova lavagem e secagem, o cramégeno {perdxido de hidrogénio} e o substrato (OPD-
orto-fenileno diamine), diluidos em tampéo citrato, foram adicionados em volume de 100
ML/cavidade e incubados em temperatura ambiente, na ausé&ncia de tuz, por 15 minutos.
A reacdo foi interrompida pela adigdo de 50 pl/cavidade de solugdoe de acido sulflrico a

5% e as absorbancias foram determinadas em espectrofotdmetro para leitura de placas

em 492 nm.
44 TRATAMENTO DOS SOROS  HIPERIMUMWMES - EKTHAGED DE
IMUNOGLOBULINAS {1gG)

As fragBes 1gG dos soros hiperimunes {HP) (Ag solivel e Ag insoldvel de L. (V)
hraziffensis e L. {L.) amazonensis) foram extraidas utilizando-se o protocolo modificado
da Amershram Biosclences — Amtibody Punrfication Handbook, 2002, empragando a
metodologia de Mckinney & Parkinson, 1887. Aliquotas de 20 ml. de cada soro
hiperimune foram descongeladas e tratadas com adi¢do lenta de 30 ml de solugdo
saturada de sulfato de aménio a 4°C. As solugBes foram mantidas sob refrigeragéo e
leve agitagdo por 18 heras, sendo em seguida centrifugadas a 10000 rpm por 20
minutos a 4*C. Os scbrenadantes foram desprezados & os precipitados contendo as
fragdes de imunoglobulinas foram dissolvidos em 20 mL de tampéc PBS 0,05 M, pH
7.4
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As solucdes oblidas foram dialisadas separadamente com membranas de
celulose em tampao PBS 0,05 M, pH 7.4, para remogao do sulfato de aménio. Este
procedimento foi realizado a 4°C, sob leve agitacfo, durante 48 horas, em frascos
erlenmeyer de 1 litro. O tampao PBS foi substituido a cada hora durante as trés
primeiras horas e posteriormente a cada 12 horas, totalizando 7 litros para cada
solugao dialisada.

Apbs a dialise, foi determinada a concentragio de protelnas pelo método de
Bradford (1978) e a atividade das imunoglobutinas pelo método de enzimaimunoensaio
{item 4.2}, Az solugdes contendo as imunoglobulinas extraidas com sulfate de aménio
{19G - SA) contra os antigenos solivel e insolivel de Leisiimamia brazifiensis e
Leishmania amazonensis foram fracionadas em aliguotas e congeladas a — 20°C, em
tampdo PBS 0,05 M, pH 7,4 ¢ em solugido contendo glicerol a 10%, para posterior

avaliacio e purificagdo.
4.5 PURIFICACAO DE IMUNOGLOBULINAS — ANTICORPQS POLICLONAIS

As fragdes de imunoglobulinas {lgG - SA) congeladas em solugdo tampio FBS
0,05 M, pH 7.4 & em solugdo contendo glicerol a 10% foram submetidas a processo de
purificacdo cromatografico em coluna, ulilizando-se resina de G — sepharase
{Sephadex® G-50).

Solugdes contendo 4 ml de ¢ada fracdo g6 - SA com igual volume de tampédo
TRIS 100 mM, pH 7.0, foram submetidas 2 filiragdo {filtro 0,4 — 0,8 ym) e incubadas 12
horas (over nightf) a 4°C, em colunas contendo G — sepharose pré-equilibrada com
tampac TRIS 50 mM, pH 7.0, As colunas contendo a resina foram lavadas com 100 mL
de tampdo TRIS 50 mM, pH 7.0 e as IgG purificadas {IgG - SX) foram eluidas com
solugdo de glicina 0,1 M, pH 2,5 e coletadas fragdes de 1 mL em tubos contendo 100
pL de tampdo TRIS 1 M, pH 8,0, para neutralizagido do pH e preservacio das
imunoglabulinas.

A concentragdo de |gG - SX contida nas fragdes coletadas foi estimada por
gspectrofotometria (BROWN, 18803, com leitura de absorbincia a 280 nm {Azz). Em
seguida, foi feito um poof das fragbes de IgG - SX , contendo concentracao superior a
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1,0 mg/mL de proteinas, que foi dialisado em tampao PBS 0,05 M, pH 7.4 durante 3
horas, com substituicdo do tampdo a cada hora. Cada poof das fragdes de 1gG - SX foi
submetido & avaliagée de sua atividade pelo método de enzimaimunoensaio, aliglictado
e congelado a - 20°C em tampdo PBS 0,05 M, pH 7.4 e em solugdo contendo glicerol
a 10%.

4.6 CULTIVO DOS PROTOZOARIOS PARA PREPARO DE LAMINAS

4 6.1 Cultura in witro

Formas promasfigotas de Lefshmania brazitiensis e Leishmania amazonensis
foram cultivadas em meio de Tobkie — Evans, a 24 ?C, por perlodos sucessivos de sete
dias. O material cbtido em cultura foi utilizado na confecgdo de |1Aminas para avaliagdo
de pardmetros de fixagdo e conservagfo de amosiras, alem de especificidade e
reatividade dos soros hiperimunes {HPI) & anticorpos policlonais {IgG - SA e IgG - 8X)

desenvolvidos.

4.8.2 Inoculagdo experimeantal

Camundongos Balb-c machos e hamsters machos iovens foram inoculados nas
patas traseiras com formas promastigotas de . (L) amazonensis e L. (V) braziltensis,
respactivamente, conlidas em suspensdes de soro fisiclogico a 0,9%, na concentragao
minima de 10° parasitas / mL. As les@es apresentadas, ricas em formas amastigotas
(Figuras 4, 5 e 6), foram biopsiadas para confecgdo de |Aminas por aposicdo ou
conservadas em formol tamponado para posterior processamento  histolégico

convencional e avaliacio dos parametres descritos no item 4.6.1.




FIGURA 4 — LESAO EM PATA POSTERIOR DE CAMUNDONGO BALB-C 21 DIAS APOS
INOCULACAOC DE L. (L) amazonensis

FIGURA 5 — LESAO EM PATA POSTERIOR DE CAMUNDONGO BALB-C 21 DIAS APOS
INOCULACAO DE L. (L.) amazonensis
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FIGURA 6 — LESAO EM PATA POSTERIOR DE HAMSTER 60 DIAS APOS INOCULAGCAO DE
L. (V.) braziliensis

47 DETERMINACAO DAS CONDICOES DE FIXACAO DE PARASITOS E
CONSERVACAO DAS LAMINAS PARA IMUNOCITOQUIMICA

Preliminarmente ao desenvolvimento da metodologia de ICQ foram avaliados e
estabelecidos parametros de fixagdo e conservagao das amostras em |aminas,
utilizando-se material de cultura in vitro e infecgées experimentais. Foram avaliadas as
seguintes variaveis: tipos de laminas de vidro (comuns e silanizadas); suspensao de
Leishmania oriundas da cultura in vitro (em soro fisiolégico ou adigdo de soro fetal
bovino); fixacdo a seco e tempo de secagem ao ar (1 minuto e 10 minutos) e fixagdo em
etanol a 95%. Solugbes contendo promastigotas de L. (V.) braziliensis e L. (L.)
amazonensis provenientes das culturas in vitro, contendo no minimo 10* parasitas / mL,
foram distribuidas homogeneamente em |aminas mediante distensbes delgadas com
laminulas. Laminas obtidas por aposicdo, do material biopsiado das lestes de infecgoes
experimentais, foram submetidas aos mesmos parametros variaveis descritos para o
material das culturas in vitro.

As laminas resultantes das distensbes e aposi¢cbes foram coradas segundo os

métodos de May-Grilnwald — Giemsa para avaliagdo, em microscopia oOtica, da
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aderéncia (fixacao) e integridade morfoldgica dos parasitos. Para avaliagao guantitativa
e qualitativa dos parametros, foi estabelecido o critério de cruzes (0/1+/2+/3+/4+),
sendo que {0) refere-se & auséncia/desintegrado e (4+) & maior quantidadefintegridade,
quando analisadas por microscopia 6tica, com aumento de 1000x.

Fara a metodelegia de IHQ este procedimento n&o foi necessario, considerando
que as condiches de fixacdo e conservacio do material de bidpsias e cortes de tecido
ja estdo estabelecidas pela metodologia histopatolégica convencional, sendo
amplamente utilizada nos servigos de diagndstico (BANCROFT & COOK, 1994).

48 COLORAGCAD PELOS METODOS DE MAY-GRUNWALD - GIEMSA E
HEMATOXILINA-EQSINA

As distensdes e aposigdes preparadas a partir das culturas in vitro € in vivode L.
(V.) braziiensis e L. (L) amazonensis, submetidas as variaveis de fixagdo e
conservacao, foram corados pelo método de May-Grinwald — Giemsa modificado. As
l&minas foram recobertas por trés minutos, com 10 gotas do corante de May-Grunwald
e protegidas por placa de Petri. Em seguida, foram acrescentadas 10 gotas de agua
destilada tampcnada {pH 7,0}, misturadas por ligeiros movimentos de inclinagéo e
coradas por mais um minute. O corante foi desprezado e, sem lavagem, as laminas
foram recobertas com 10 gotas de solugic de Giemsa, por guinZe minutos. As
preparagdes foram lavadas em agua corrente @ secas ao ar (PESSOA & MARTINS,
1982).

As bidpsias de lesbes obtidas a parlir das infecgfes experimentais, descritas no
item 4.6 2, foram submetidas ao procedimento histoldgico convencional com coloragan
de hematoxilina-eosina (HE). As amostras foram mantidas por até 72 horas em formol
tamponado & 10% e processadas até sua inclusio em blocos de parafina e os cores
histologicos obtides a partir deste material foram desparafinizados com xilol e
reidratados com etanol e Agua. A seguir, as {Aminas foram coradas com hematoxilina (2
minutos), lavadas em agua corrente e coradas com eosina {1 minute). Em seguida,

foram desidratadas com alcool abscluto e xilel e a montagem das l1Aminas permanentes
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foi feita com balsamo do Canada ou similar (BANCROFT & COQK, 1994).

4 8 CULTURA IN VITRO PARA ISCLAMENTOQ DO PARASITO A PARTIR DE LESOES

Fara isolamento do parasito a partir de |lesdées cutaneas de casos suspeitos,
foram realizadas biopsias das lesdes ou aspiragda do fluido tecidual. Q material obtido
foi macerado em condighes assépticas com soro fisiologico (0,85%) e antibidtico
{penicilina 25.000 UlI/mL}). Os materiais foram aliguotados em #olumes-de 0,5 mL,
transferidos para © meio de Tobie — Evans e mantidos, a 24 °C, em estufa. Na fase
gxponencial de crescimento {59 ag 79 dia), o material de cultura era examinado em
busca de farmas promastigotas, com até quatre repigues sucessivos até o isolamento.
Caso negative, nova pesquisa de promastigotas era efetuada num prazo de 15 dias e

persistindo o resultado negativo o matenial era entao descartado.

4,10 REAGAQ EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR)

A metodolagia da PCR foi utilizada como método de diagndstico molecular da
LTA, em amostras (biopsiag) de lesdes ativas da deenga.

As amostras de bidpsias das lesges, congeladas a -186°C, foram submetidas a
processo de maceragdo, com auxilio de gral e pistilo, em solugaa tamp&o (Tris - HCI
100 mi, NaCl 150 mM e EDTA 10 mM, pH 7,4). O macerado fai transferido para tubo
de celulas, homogeneizado com tampdo € centrifugado (300x g} para obtencdo do
sedimente. Este processo e a recuperacao do scbrenadante por centrifugagio (2500x
o) foram repetidos trés vezes, A extracio do DMA do sedimento observou a seguinte
seqiigncia: Lise celular, remogio de proteinas & RNA e concentragdo de DNA. Na
amplificagdo do  DNA  por PCR, foram  utilizados os  inicladores b1
{(GTGGGCGTATCTGCTGATGALC) e b2 (CAAAAAGCGAGGGACTGCGGA) para L. (V)
fraziiensis (MIMORI| ef a/,1998) em diferentes temperaturas de anelamento. A

amplifica¢ao foi realizada em termociclador {PCR Express-Hybaid), com 10 ng de DNA
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em volume final de reagéo de 25 pb com 20 L de éleo mineral (PEREIRA, 2005),

411 DILLNCAO DOS SOROS HIPERIMUNES E ANTICORPOS POLICLONAIS
FARA APLICACAO EM IMUNQCITOQUIMICA E IMUNOHISTOQUIMICA

Foram avaliadas, nas preparag¢ées 1CQ e IHQ, as diluigbes dos soros
hiperimunes (HPI} e anticorpos policlonais {IgG - SA e igG - SX) que apresentavam a
coloracdo mais eficienta, com melhor visualizagao do parasitla e com a menor reagéo
inespecifica de fundo (background). Neste procedimento, foram preparadas diluigbes
dos anticorpos em tampao PBS pH 7.4 com 0,1% de azida sbdica, com titulos de 1/10,

11100 2 1/1000.

4.12 METODOLOGIA DE IMUNOCITOQUIMICA E IMUNCHISTOQUIMICA

As laminas com distensdes e aposicdes, fixadas em etanol a 85% e os cortes
histoldgicos mantidos em formol tamponado a 10% por até 72 horas, foram submetidos
aos processos de |ICQ e IHQ, utilizando-se os anticorpos primarios especificos (HPI,
lgG - SA e IgG - SX) oblidos nas diferentes etapas e complexo avidina-biotina
modificade (Ultra Streptavidin®), fabricade por Signet Laboratories Ing. Para bidpsias
em blocos de parafina, as lAminas com as amostras foram desparafinizadas com xileng,
reidratadas e separadamente incubadas com dois reagentes bloqueadores {perdxido de
hidrogénia 3% wiv em metanol & soro normal anti-horseradish peroxidase - HRP), para
bloqueio da peroxidase endégena e um reagente bloqueador {soro normal antifosfatase
alcalina) para redugdo da colorago nfc-especifica de fundo. Em seguida, foi
adicionado o anticorpo primario especifico (HPI, 1gG - SA ou IgG - 88X}, nas diluicdes de
1410, 14100 ou 1/1000 em FBS pH 7.4 com 0,1% de azida sédica. Apds incubagao e
lavagem, foi adicionado o© anticorpe de ligagao bictinilado-anticoelho {Ultra
Streptavidin@), para ligar-se ao anticorpo primario. Apds nova lavagem, fol adicionado
g reagente de marcagdo, composto pelo complexe peroxidase—estreptavidina (Ultra
Streptavidin®) em tampao PBS 0.01M, que se liga ao anticorpo biotinilado. Apés
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lavagem com tampao PBS pH 7.4, ¢ sistema & visualizado pela adigdo do  substrato
cromogénico (DAB — 3,3' Diaminobenzidina) que é convertido, durante incuba¢ao, pela
enzima marcada em um precipitado colorido (marrom), no sitio de localizagao do
antigenc. As laminas foram novamente lavadas e contracoradas com hematoxilina.
Para avaliacio guantitativa e qualitativa das preparagtes, foi estabelecids o
critério de cruzes (OM1+/2+/3+/44), sendo que (D) refere-se a auséncia de

reatividade/coloragdo e {4+) a maior reatividade/coloragdo, quando analisadas em
microscopia otica, com aumentos de 400 e 1000x.

4.13 ESPECIFICIDADE DOS SOROS HIPERIMUNES E ANTICORPOS POLICLONAIS

Com a finalidade de avaliar a especificidade dos soros hiperimunes (HPI) e
anticorpos policlenais (IgG - SA ou 1gG - 8X) produzidas, foram realizadas técnicas
imunocitoquimicas em preparagdes cantendo formas promastigotas de Leishmania e
outras microrganismos obtidos a partir de culturas in wilro. Foram dtilizados
rmicrorganismos comumente encontrados nas lesdes de pele de pacientes com LTA,
como Candida albicans e Sfaphylococcus epidermidis, ou que apresentem lesdes
cutineas semelhantes, como o Hisfoplasma capsufatum. Também foram feitas
preparagées com Trypanosoma cruzi, para verificar a possivel reagdo com outros
profozodrios da Ordemn Kinetoplastida.

Suspensfes de culturas, em soro fiziologico a 0,9%, dos microrganismos
testados foram misturadas com igual volume de suspensdes de promastigotas de L. (V)
brazifiensis e L {L.) amazonensis. O material foi fixado em laminas, utilizando-se etanal

a 95% e corado por May-Grinwald - Giemsa e método imunocitoquimico.

4.14 ESTABILIDADE DOS ANTICORPOS FOLICLONAIS

A manutengdo da atividade imunolégica dos anticorpos policlonais purificados
{1gG - 8X), congelados a - 20°C, em aliguatas com tampio PBES 0,05 M, pH 74 e em

solucio contendo glicerol a 10%, foi avaliada mensalmente por enzimaimunoensaio,
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cansiderando-s& a manutengdo da reatividade dos anticorpos de acordo com a
absorbancia resultante. Os anticorpos também foram testados para ICQ, utilizando-se
preparagtes contendo formas promastigotas de L. (V) braziliensis e L (L)
amazonensis, conforme descrito nos item 4.8 e 4.12. Para avaliagio da estabilidade
dos anticorpos poeliclonais (1gG - 5X), foi estabelecido que a intensidade de cor

desenvolvida no processo ICQ deveria ser, no minimo, quantificada em (2+}).

415 COMPARACAO ENTRE DIFERENTES METODOS PARA A DETECGAQO DE
AMASTIGOTAS E ANTIGENOS DE LEISHMANIA

Com a finalidade de avaliar a sensibilidade da ICQYIHQ em comparagdo com
outras metodologias utilizadas para o diagnostico da LTA, foram comparados 0s
resultados obtidos em amostras (bidpsias) de lesfes ativas da doenga. Foram
realizadas andlises histopatoldgicas com coloragfes de hematoxilina-eosina,
isolamento em culturas, reagdes de PCR e preparagdes de ICQ/IHQ, conforme descrito
nos itens 4.8, 48 410e4.12.

4,18 ANALISE ESTATISTICA

Para a comprovagiio do objetivo desse trabalho, foi utilizada a analise de varincia —
“teste F" (ANOVA), os testes nao-parametricos “Qui-Quadrade”, "Comparagao entre duas
Proporgtes' e “Teste de Comparagbes Multiplas™ {Teste de Tukey), pelo soffware "Primer
of Binstatistics” (GLANTZ, 1997). O nivel de significancia (probabilidade de significancia)
adotado foi menor que 5% (p<0,05).
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S RESULTADOS

5.1 OBTENCAO DOS ANTIGENOS SOLUVEL E INSOLUVEL

Os resultados da concentragao de proteinas, volume e biomassa dos antigenos
soluveis e insoluveis produzides a partir de culturas in vitro de L. (V.}) brazifiensis & L.
(L.) amazonensis foram bastante similares, ndo sendo cbservada diferenga significativa

entre 05 mesmos tipos de antigenos das diferentes espécies {tabelas 2 e 3).

TABELA 2 ~ CONCEMTRAGCAQ PROTEICA (mgimL) E VOLUME (mL) PRODUZIDOS PELOS
ANTIGENOS SOLUVEIS DE L. {V.) brazifiensis E L. {L.) amazonensis

ANTIGENQ YOLUME CONCENTRACAO PROTEICA

Ly . fngdml)
Solivel L. (V.) braziiensis 12 5,35 (+ 0,04)
Soluvel L. (L } amazopensis 15 6,40 (+0,07)

p=0771 {proporqéo]l.

TABELA 3 - CONCENTRA@;&D PBGTEICA (%) E BIOMASSA (g} PRODUZIDOS PELOS
ANTIGENOS INSOLUVEIS DE L. (V) brazitiensis E L. (L) amazonensis

ANTIGEND BIOMASSA CONCENTRACAD PROTEICA

(peso dmido) (g]) L hE)
Ingolivel L, { ) brazifiensiz 237 13,65 (+ 0,08}
Insllvel L. {L.) amazonensis 263 12,21 (£ 0,08

p = 0.723 (proporgac)

5.2 OBTENGCAQ DE SOROS HIPERIMUNES

A cinética de produgio de anticorpos, pelos animais imunizados, foi avaliada
utilizando-se a metodologia de enzimaimunoensalo, nas diluigdes de 1/100 ¢ 1/200 dos
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saros hiperimunes produzidos para cada antigeno utilizado {Tabelas 4 e 5. O
resultado do soro centrole negativo (animal ndo imunizado) apresentou absorbancia
entre 0,004 e 0,047, Tanto para aniigenas sollveis quanto insollveis, a produgio de
anticorpos fol linear a partir de 45 dias. O apice da produgdc de anticorpos foi
observado a partir de 45 dias até 65 dias apds o inicio da sensibilizagio, verificando-se
maior concentragao (absorbéncia) para os anticorpos  obtidos a partir dos antigenos

insollveis, tanto na diluigdo 1/100 (p<0,0001) como na diluicdo 1/200 {p<0,0001)
(Figuras ¥ e 8).

TABELA 4 - CINETICA DE PRODUGAC DE ANTICORPOS EM ANIMAIS IMUNIZADOS
COM ANTIGENOS SOLUVEIS £ INSOLUVEIS DE Leshmarnia (DILUIGAQ 1/100)

PERIODO DAy ) ABSOREANCIA — SORQ (Diluigae 1/100]
IMUNIZACAD DA MUNIZACAD  Ag Salovel  Ag Insollivel  Ag Solivel  Ag Insolivel
(diae) L (V) L. (V) L (L) L

SANGRIA braziliensis  braziliensis  amazonensis  amazonensis
G Frova 1% dose 0,064 0,086 0.038 0.044
15 Prova - Qa77 0,074 2,081 0,088
20 Frova 2% dose 0,106 0,161 £,108 2,196
45 Prova 3 dose 0,324 0,657 0,325 0,637
&5 Prova - 0587 1,183 0,503 1.082
&1 Producio - 0712 1,713 0,707 1,361
£S5 Produga - 0,759 1,748 0,694 1,392

Ag = Antigeng; p<0,0001 {proporgaa)
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FIGURA 7 - CINETICA DE PRODUQAO DE ANTICORPOS EM ANIMAIS IMUNIZADOS
COM ANTIGENOS SOLUVEIS E INSOLUVEIS DE Leishmania — SORO (DILUICAO 1/100)

TABELA 5 — CINETICA DE PRQDUQAO DE ANTICORPOS EM ANIMAIS IMUNIZADOS COM
ANTIGENOS SOLUVEIS E INSOLUVEIS DE Leishmania (DILUICAO 1/200)

PERIODO DA T — ) ABSORBANCIA — SORO (Diluigao 1/200)
IMUNIZAGAO DA IMUNIZACAO  Ag Soluvel  Ag Insolivel Ag Soltivel  Ag Insoluvel
(dias) L (V) L (V) L (L) L (L)

SANGRIA braziliensis  braziliensis amazonensis amazonensis
0 Prova 12 dose 0,045 0,046 0,030 0,027
15 Prova - 0,050 0,051 0,039 0,034
30 Prova 22 dose 0,064 0,077 0,069 0,087
45 Prova 3% dose 0. 157 0,398 0,161 0,223
55 Prova - 0,353 0,661 0,281 0,579
60 Produgao - 0,541 0,880 0,456 0,805
65 Produgao - 0,582 0,840 0,503 0,609

Ag = Antigeno; p < 0,0001 (propor¢éo)
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FIGURA 8 — CINETICA DE PRODUGCAO DE ANTICORPOS EM ANIMAIS IMUNIZADOS COM
ANTIGENOS SOLUVEIS E INSOLUVEIS DE Leishmania — SORO (DILUICAQ 1/200)

53 TRATAMENTO DOS SOROS HIPERIMUNES - EXTRACAO DE
IMUNOGLOBULINAS (IgG)

Apobs o processo de extragado das imunoglobulinas com a utilizagéo do sulfato de
amoénio, a concentragdo de proteinas para os diferentes anticorpos (IgG - SA)
produzidos, nao apresentou diferengas estatisticamente significativas (p=0,820) (Tabela
6).
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TABELA & — CONGENTRAGAD F‘RDTEIC{‘. {mg/mL} E VOLUME {mL} OBTIDO DAS
tMUNOGLOBULINAS EXTRAIDAS POR SULFATO DE AMONIO DO SOROS

HIFERIMUINES
IMUNQGLOBLULINA EXTRAIDA VOLUME CONCENTRAGCAD PROTEICA
..... ..kl (mg/tnlL}
Anti - Ag Soldvel L. {\.) hraziliensis 20 2,83
Anti — Ag Imsalavel L. (V) brazitiensis 20 371
Anti — Ag Solivel L. {L.) amazonensis 20 268
Anti — Ag Insoldvel L. (L.} amazonensis 20 347

Ag = Antigena; p = 0,820 (preporgany,

Quando anpalisada a atividade das imunoglobulinas {IgG - SA} {Tabela 7},
verificou-se maior reatividade (absorbdncia) dos anticorpos  produzidos a partir dos

antigenos insollvels, tanto na diluigdo 1/100 (p<0,0001) como na diluigdo 1/200
{p=0,3301}.

TABELA 7 - ATIVIDADE DAS IMUNOGLOBULINAS {ABSORBANCIA) EXTRAIDAS DOS SOROS
HIPERIMUNES SUBMETIDAS AC METODO DE ELISA NAS DILUIGOES DE 1/100 E 1/200

IMUNQGLOBULINA EXTRAIDA ABSORBANCIA ABSORBANCIA
....... . DIL. 1/100 . DIL. 14200
Anti -- Ag Soldwel L. (W} braziliensis 1,120 0,571
Anti - Ag Insolive! L (V) brazifiensis 1,682 1,044
Anti - Ag Solivel L. (L} amazonensis 0,789 0,273
Anti — Ag Insolivel L (L) amazonensis 1,342 0,707

Ag = Antigeng; Diluiggs 1100 — p < 0,0001; Diluicao 14200 — p < 0,0001 (propercac); Diluigéo 1/100 x
Diluican 1/200 — p < 0,0001 {proporgan).

5.4 PURIFICACAQ DE IMUNQGLOBULINAS (ANTICORPOS POLICLONAIS)

Cada poo! de fractes de imunoglobulinas (lgG - SX), submetido ao processo de
purificacao cromatografica em coluna, apresentou resultados de concentragio protéica
entre 2,34 e 318 mg/ml {tabela 8), sem diferenga significativa (p=0,583).
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TABELA 8 — CONCENTRACAQ PROTEICA {mgimL) E VOLUME (mL) OBTIDO DAS
IMUNCGLOBULINAS PURIFICADAS POR CROMATOGRAFIA EM COLUNA DE

SEPHADEXE
IMUNOGLOBULINA PURIFICADA YOLUME CONCENTRAGAO PROTEICA
. _ {rL) fmgimL)
Anti -- Ag Soluvel L (V) brazilffensis g 262
Anti - Ag [nsoldvel L. (V) braziliensis Fi 3,18
Anti — Ag Solivel L. (L.} amazonensis £ 2,34
Anti — Ag Insoldvel L {1 ) amazananss 7 2,93

Ag = Antigeng,; p = 0,‘583 {proporgio).

Os anticorpos policlonais purificados {IgG - 8X), produzides a partir dos
antigenos insoliiveis, apresentaram maior reatividade, tanto na diluigade 1/100
(p<0,0001) como na diluigdo 1/200 (p<0,0001) (tabela §), mesmo utilizando-se
antigenos soliveis na metodolegia imuncenzimatica. Entre as diluigdes nac foi

chservada diferenga significativa {p=0,224).

TABELA 9 - ATIVIDADE DAS IMUNDGLOBULINAS (ABSORBANCIA) PURIFICADAS POR
CROMATOGRAFIA EM COLUNA DE SEFHADEX® SUBMETIDAS AQ METCDO DE ELISA
NAS DILUIGOES DE 14100 E 1/200

iMUNQGLOBULINA PURIFICADA ABSCRBANCIA ABSORBANCIA

_ _DIL. 14100 DIL. /200
Anti -- Ag Sclavel L (V] braziliensis 1,423 0,823
Ant - Ag Insoldvel L. V) hraziliansis 2,005 1,082
Antt - Ag Salivel L. (L.} arazonensis 1,025 0,600
Anti = Ag Inseluvel L. {L.) amazanensis 1,748 1,008

Ag = Antlgeno; Diluicao 17100 — p < 0,0007; Diluicas 1/200 — p < 0.0001 (proporgao); Dituigho 1/100 x
Diluigaa 1,200 — p = 0,254 {proporgao}.

55 RESULTADOS DA AVALIACAO DOS PARAMETROS PRELIMINARES DE
SECAGEM, FIXAGAQ E CONSERVACAQ

Na avaliagido dos resultados obtidas nos pardmetros de secagem, aderéncia

(fixacdo) e conservacao das amostras em laminas, utilizando-se material de cultura {in
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vitro & infeccao experimental) e utilizando critérios de guantificagéo de (0) a {4+), néo foi
observada diferenga significativa em relagio aos métodos empregados {Tabelas 10 a
17). Considerando os pardmetros gue apresentaram resultades satisfatorios para a
aplicagdo em ICQ e |HQ, optou-se pelo uso de laminas comuns, secagem ao ar por 10

minutos, sem adicdo de soro fetal bavino e fixa¢o em etanol a 95% .

TABELA 10 — RESULTADOS DA ADERENCIA (QUANTIDADE DE PARASITAS FIXADOS), EM
FUNGCAC DOS PARAMETROS PRELIMINARES DE SECAGEM E FIXACAQ, DE
AMOSTRAS DE CULTURA It VITRG DE L (V] braziliensis,

TEMFO DE SECAGEM E FIXAGAO / AMOSTRAS

LAMINAS / DILUENTE Imediato Secagem 1min  Secagem 10min  Fixagéo a Seco
Etanal B5% Etanol 95% . Etanol 85% )

1° 29 3 1° 20 3° 1° 2° 22 1° 2° 3°

LC/SF 1+ 1+ 1+ 1+ 1+ 2+ 2+ i+ 2+ 3+ 3+ 3+

LC ¢ 5FB 1+ 1+ 1+ E+ 2+ 2+ 2+ 3+ 3+ 4+ 4+ 34

L5/ 5F 2t 2+ 2+ 2+ 2+ 2+ 3+ 3+ 3+ 3+ 3+ 3+

LS/ EFB 2+ 2+ 2+ 3t i+ 3+ 3+ 4+ 44 3+ 4+ 4+

LC = Lamina cnmum LS = Lamina silanizada; SF'som fisiologico; SFE = sano fetal boving,;
p = 0,526 {Ci- Quadrado).

TABELA 11 — RESULTADOS DA ADERENCIA (QUANTIDADE DE PARASITAS FIXADOS), EM FUNGAD
DS PARAMETROS PRELIMINARES DE SECAGEM E FIXAGAD, DE AMOSTRAS DE
CULTURA W VITRO DE L (L) smazonensis.

TEMPQO DE SECAGEM E FIXACAD | AMOSTRAS

LAMINAS { DILUENTE Imediato Secagem 1 min  Secagem 10min  Fixagao a Seco
_ Etancl 95% Etanol 85%  Etanoi95%

) 1° 2 ¥ a0 a° ¢ 20 30 1° 2 3

LC /! SF 1+ 1+ 2+ 2+ 2+ 2+ 3+ i+ 3+ I+ 3+ 3

LT/ SFE 24 2+ 1+ M+ 3+ 2+ 3+ 3+ 3 4+ 4+ 3t

L3/ 5F 2+ 2+ 2+ 2+ 2+ 2+ 3+ + 3+ 3+ 3+ 3t

LS f 3FB 2+ 2+ 2+ b 3+ I+ 44 4+ 3+ 4+ 4+ A+

LC = Lamina comurm LS = Lamina silanizada; SF = soro fisinldgico; SFB = soro fetal bavine;
p o= Q787 (Qui-Cuadrado).
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TABELA 12 — RESULTADROS DA INTEGRIDADE MORFOLOGICA DOS PARASITAS, EM
FUNCAC DOS PARAMETROS PRELIMINARES DE SECAGEM E FIXAQAD, DE
AMOSTRAS DE CULTURA IN WITRO DE L. (V) brazifiensis.

TEMPO DE SECAGEM E FIXAGAO / AMOSTRAS

LAMINAS { DILUENTE Imediata SBecagermn 1 min - Secagam 10 min Fixacdn a Seco
Etanol 25% Etanci 5% Etancf 95%

1(.1 Elh Bl:l 1l:| 2[: 30 141 20 30 J'll.'.l 2ﬂ 3&

LC/ISF 2t 2+ 2+ o+ 2+ 2+ 1+ 1+ A+ 1+ 1+ 1+

LC / SFB I+ 3 24 2+ 2+ 2+ 2r 2+ 2+ 2+ 2+ 2+

LS/ 5F 2+ 2+ 2+ 2+ 2+ 2+ i+ 1+ 1+ 1+ 1+ 1+

LS/ SFB I+ 3+ I+ M+ 2+ 2+ 24 2+ 2+ 1+ 1+ 2+

"LC'= Lamina comum: LS = Lamina silanizada; SF = 010 fisivldgico; SFBE = soro fetal boving.
p = 0,704 (Qui-Quadrads).

TABELA 13 — RESULTADOS DA INTEGRIDADE MORFOLOGICA DOS PARASITAS, EM
FUNCAD DOS PARAMETROS PRELIMINARES DE SECAGEM E FIXACAQ, DE
AMOSTRAS DE CULTURA N WITRC DE L. (L } amaezaoncnsis,

TEMPC DE SECAGEM E FIXAGCAD f AMOSTRAS

LAMINAS ! CHLUENTE Imediato Secagem 1 min  Secagem 10 min  Fixagho a Seco
Etano| 95% Etanol 958% Etancl 95%

1° a0 as 19 2% 3° 1° 2¢ 3 18 20 38

LC/SF 2+ 2+ 2+ 2+ 2+ 1+ 1+ A+ 2+ 1+ 1+ 1+

LC/ SFB 2+ 2+ 3+ 2+ 2+ 2+ 2+ 2+ 2+ 2+ 2+ 2+

LS/ &F 2+ 2+ 2+ 1+ 1+ 1+ 1+ 1+ 1+ i+ 1+ 1+

LS/ SFB 3+ 3+ 2+ 2+ 2+ 2+ 2+ 2+ 2+ 1+ 1+ 24

LC = Lamina comum; LS = Lamina silanizada; 8F = soro fisio[ﬁgicﬁ;_-:SFB = saro fetal bovino.
p = 0,598 (Qui-Quadrado).

TABELA 14 - RESULTADOS DA ADERENCIA [QUANTIDADE DE PARASITAS FIXADOS), EM
FUNCAD DOS PARAMETROS PRELIMINARES DE SECAGEM E FIXAGAD, DE
AMOSTRAS DE INFECCAD EXPERIMENTAL COM L {V.) brazifiensfs.

SECAGEM E FIXAGAO / AMOSTRAS

LAMINAS Imediato Secagem 1.min Secagem 10 min Fixago a Seto
Etanal 95% Etancl 95% Etangl 95%
T T " R -
LC 2+ 2t 2+ 2+ 2+ 2+ 3+ 3+ 3+ a4+ 3+ A+
LS 2+ 2+ 2+ 2+ 2+ 3+ 3+ 3+ 4+ 4+ 4+ 3+

LC = Lamina comum; LS = Lamina silanizads; p = 1,000 (Gui-Quadradoy).
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TABELA 15— RESULTADOS DA ADERENCIA (QUANTIDADE DE PARASITAS FIXADOS), EM
FUNCAD DOS PARAMETROS PRELIMINARES DE SECAGEM E FIXACAQ,
OF AMOSTRAS DE INFECCAD EXPERIMENTAL COM L {L.) amazonensis

SECAGEM E FIXACAD / AMOSTRAS

EAMINAS Imediato Segagemn 1 min Secagem 10 min Fixacin a Seco
Etanol 95% - Etanol 25% Etangl 95%

J'lﬁ ED 30 1 n 2!1 3|:| -1 Lx} 2!.'.\ Eﬂ' 1 [ zﬂ 30

- LG 2+ 2+ 2+ It a+ 24 4+ 4+ 3+ A+ 4+ 4+

LS 2+ 24+ 2+ 3+ 3+ 3+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+

LE = Lamina comum; LS = L&mina silanizada; p = 1,000 (Qui-Quadrads).

TABELA 18 - RESULTADOS DA INTEGRIDADE MORFOLOGICA DOS FARABITAS, EM FUNGAD
D0S PARAMETROS PRELIMINARES DE SECAGEM E FIXAGAQ, DE AMOSTRAS DE
INFECCAO EXPERIMEMNTAL COM L. {V.) braziliensis

SECAGEM E FIXACAQ f AMOSTRAS

LAMINAS Imediata Secagem 1 min Secagem 10 min Fixag8o a Seco
. _Etanol 95% Etanal 95% _ Etancl 95%

1° 2o 3 1 2" 3® 1° 2° 3° 1° 2 3

L A+ A+ 4+ 3+ 3+ i '3_+ 3+ a4 3+ 2+ 2+ 1+

LS 4+ 4+ 4+ 3+ 3+ 3+ 3+ 3+ 2+ 2+ 24 2%

LG = Lamina comum; L5 = Lamina silanizada; p = 1,000 ({Qui-OQuadrada),

TABELA 17 - RESULTADOS DA INTEGRIDADE MORFOLOGICA DOS PARASITAS, EM
FUNCAD DOS PAH..E"MET_RDS PRELIMINARES DE SECAGEM E FIXACAD, DE
AMOSTRAS DE INFECGAD EXPERIMENTAL COM L.{L.) armazZonensis

SECAGEME FIXA?:EED { AMOSTRAS

LAMIMNAS [mediata Sacagam 1 min Secagem 10 min Fixagéc a Seco
Etanol 95% o _Etanal 95% Etangl@5%
14 29 a® 19 2% 3o 1° 29 3° 1 28 30
L 4+ 4+ A+ I+ 2+ e 3+ 3+ I+ 2+ 2+ e
LS At 4+ 3+ 3+ 3+ a+ 3+ 3+ 2+ 2+ 2+ 2+

LT = Lamnina comuen; LS = Lamina silanizada; p = 1,000 (Qui-Quadrada).



56 COLORACAO PELOS METODOS DE MAY-GRUNWALD - GIEMSA E
HEMATOXILINA-EOSINA

Distens6es, esfregagos por aposicdo e cortes histolégicos preparados a partir
das culturas in vitro e infecgdes experimentais com L. (V.) braziliensis e L. (L.)
amazonensis, submetidos as variaveis de fixagdo e conservacéo, corados pelo método

de May-Griinwald — Giemsa e hematoxilina-eosina (figuras 9 a 11).

FIGURA 9 - INFECCAO EXPERIMENTAL (HAMSTER) COM L. (V.) braziliensis, APOS 60 DIAS
DE INOCULAGAO. FORMAS AMASTIGOTAS CORADAS POR MAY- GRUNWALD -
GIEMSA PARA AVALIACAO DOS PARAMETROS DE SECAGEM, FIXACAO E
CONSERVACAOQ. AUMENTO DE 400X (MICROSCOPIA OTICA).




FIGURA 10 — CULTURA IN VITRO DE L. (L.) amazonensis. FORMAS PROMASTIGOTAS
CORADAS POR MAY-GRUNWALD — GIEMSA PARA AVAL_iACAO DOS
PARAMETROS DE SECAGEM, FIXAGAO E CONSERVAGAO. AUMENTO 1000X.

FIGURA 11 — INFECGAO EXPERIMENTAL (HAMSTER) COM L. (V.) braziliensis, APOS 60 DIAS
DE INOCULAGAQO. FORMAS AMASTIGOTAS CORADAS POR HEMATOXILINA-
EOSINA PARA AVALIACAO DOS PARAMETROS DE SECAGEM, FIXAGAO E
CONSERVAGCAQ. AUMENTO DE 1000X.

7
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5.7 RESULTADOS DA IMUNOCITOQUIMICA E IMUNCHISTOQUIMICA

Os resultados da ICQ/IHQ dos esfregagos, imprints e segdes de tecidos (Figuras
13 g 19}, utilizando as imuncglobulinas em diferentes etapas de purificagao (HPI, 1gG -
SA e 1gG - SX), obtidas a partir da sensibilizagdo com antigenos sollvel e insoluvel,
apresentaram  reatividade imunocitoguimica ! imunchistogquimica com  diferenga
significativa. De acordo com a andlise de varidancia (teste F} dos resultados
apresentados nas Tabelas 18 a 21, os valores de p entre 0,00506161 e 0,0382562
indicaram haver diferenga significativa, a 5% de probabilidade, entre os tratamentos
{nivel de purificagdc) dos soros. Aplicando o teste de comparagdes multiplas {leste de
Tukey), pode ser observado que as imunoglobulinas purificadas por cromatografia em
coluna com Sephadex® ({lgG - 3X) e obtidas a partir de antigeno insolivel
apresentaram maior reatividade nas diferentes preparagdes avaliadas. Nas figuras 12,
14, 18 e 17, as representagdes graficas {A) indicam ¢ agrupamento das purificagbes,
para as duas espécies avaliadas, representadas pelos nimeros 1 {HPI — Ag soldvel), 2
{HPI - Ag insollvel), 3 (IgG - SA - Ag soluvel), 4 {IgG - SA — Ag insolivel), 5 (Igi - SX
— Ag soluvel} e B {lgG - SX — Ag insclivel), em gque o grupo 6 & diferente dos demais,
principaimente em relagdo aos grupos 1 e 2. Nas representagles graficas {B) as barras
langitudinais referem-se aos resultados das comparagdes entre  os diversos sorgs em
diferentes tratamentos, representados por 71 a T6, comm a mesma denominagao
descrita em {A). As barras referentes as comparagdes que nag cortam o eixe vertical
{abscissa Q) (pontilhado), indicam haver diferenca significativa. As comparagdes com
resultados representados pelas barras mais distantes do eixo vertical {abscissa 0) e
com valor positive maior (& dirgita na abscissa), sao as que apresentam maior
diferenca. As comparagdes entre T1 (HPI - Ag solivel} e T6 (IgG - SX — Ag insoldvel) &
entre T2 {(HPI — Ag insoldvell e T (lgG - SX — Ag insoluvel) apresentaram a maior
diferenga.

Ma avaliacao das diluigtes dos anticorpos utilizadas no processo, optou-se pela
utilizagdo de diluigdes de 11100, por apresentarem resultados apropriados para
preparacdes ICQ/IHQ, com boa imunorreatividade e baixa ocorréncia de reagbes
inespecificas de fundo (background),
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Ma avaliagao da reatividade das imunoglobulinas obtidas a partir de antigenos de

L{V.} braziiensis e L{L) amazonensis frente a parasitas destas duas espécies

{Tabelas 22 e 23}, ndo foi cbservada diferenga significativa. Nos resultados que

avaliaram a quantidade de parasitos fixados nas laminas e a integridade morfoldgica

deles, ndo foi observada diferenca significativa.

TABELA 18 — IMUNOCITOQUIMICA DE AMOSTRAS DE CULTURA IN VITRO DE L. (V.} brazifiensis,
COM IMUNOGLOBULINAS EM DIFERENTES ETAPAS DE PURIFICAGAD.,

(DILUICAO 1/106)

QUANTIDADE DE INTEGRIDADE REATWVIDADE
ORIGEM DAS IMUNOGLOBULINAS | AMOSTRAS PARASITOS MORFOLOGICA, IMUNSCITOOUMICA,

e 2 ar 1° 20 3° 12 2° 3
HFI - Ag S0L. L .f\) brazitensis 34+ 3+ 3 3+ 3+ I TH{ 2HM 2
HPI - Ag INSOL, L (V) braziiensis 3+ 3+ RS- T 1 2+ 34 2+
195 - A - Ag BOL L _{V.} brazitiensis I+ 2+ 3+ I+ 2+ 3+ e 2+ I+
195 - BA- Ag INSOL L (V) brazikensis I+ 3+ 2+ 3+ 34 24+ 34 3+ AHM
g3 - 2% - Ag SOL L (W) breziliansis I+ 3+ 3+ 3+ 34+ 3+ 3+ a+ 2+
g5 - S - Ag INSOL L (V) braziiansis 34 3+ 3+ 3+ R 1 4+ 4+ 4+

HFI = Somo hiperimune; 155 - 3A = pool de 195 exlrelda por precipiiaghc com sulfato de aménio; 195G - 5X = g5 purificeda por
cramatografia am celuma com SEPHADEXS:; Ag SOL = antiantigena soldvel; Ag INSOL = anlianligens inselivel. p = 00452276

{anglize de varidncia)
(*1: Presenga de coloragdc inespecifica de fundo (background)
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FIGURA 12 - COMPARA(}OEE} MULTIPLAS DOS RESULTADOS DA REATIVIDADE
IMUNOCITOQUIMICA DE IMUNOGLOBULINAS EM DIFERENTES ETAPAS DE
PURIFICAGAO NA DILUIGAO 1/100, FRENTE A AMOSTRAS DE CULTURA IN VITRO

DE L. (V.) braziliensis. (Teste de Tukey)

T1=HPI - Ag SOL. L .(\.) braziliensis; T2 = HPI- Ag INSOL. L .(V.) braziliensis; T3 = 19G - SA Ag
SOL L .{V.) braziliensis; T4 =1gG-SA Ag INSOL L .(V.) braziliensis; T5=1gG - SX Ag SOL L .(V.)
braziliensis; T6 =1gG — SX Ag INSOL. L. (V.) braziliensis.
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AUMENTO 1000X.

PURIFICACAQ. (DILUICAO 1/100)

FIGURA 13 — PROMASTIGOTAS DE L. (V.) braziliensis OBTIDAS DE CULTURA IN VITRO PARA
AVALIACAO DA REATIVIDADE IMUNOCITOQUIMICA NA DILUICAO 1/100.

TABELA 19 — IMUNOCITOQUIMICA DE AMOSTRAS DE CULTURA /N VITRODE L. (L.)
amazonensis, COM IMUNOGLOBULINAS EM DIFERENTES ETAPAS DE

QUANTIDADE DE INTEGRIDADE REATIVIDADE
ORIGEM DAS IMUNOGLOBULINAS / AMOSTRAS PARASITOS MORFOLOGICA  IMUNOCITOQUIMICA

1° 29 3° g 22 3° 3°
HPI - Ag SOL. L.(L.) amazonensis 3+ g 2+ 3+ 3+ 2+ 2+(%)
HPI - Ag INSOL. L.(L.) amazonensis 3+ Sk 3+ 3+ 3+ 3+ 2+
IgG-S A AgSOL L.(L.) amazonensis 3+ 3+ 3+ 3+ 3+ 3+ 2+
lgG-SA AgINSOLL.(L) amazonensis 3+ 3+ 3+ 3+ 3+ 3+ 3+
IgG - SX Ag SOL L.(L.) amazonensis 3+ 3+ 3+ 3+ 3+ 3+ 2F
IgG - SX Ag INSOL L.(L.) amazonensis 3+ 3+ 3+ 3+ 3+ 3+ 4+

HPI = Soro hiperimune; IgG - SA = pool de IgG extraida por precipitagdo com sulfato de aménio; 1gG - SX = 1gG purificada por
cromatografia em coluna com SEPHADEX®; Ag SOL = antiantigeno solivel; Ag INSOL = antiantigeno insolivel. p = 0,058256
(analise de variancia)

(*): Presenca de coloragdo inespecifica de fundo (background)
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FIGURA 14 — COMPARACOE$ MULTIPLAS DOS RESULTADOS DA REATIVIDADE
IMUNOCITOQUIMICA DE IMUNOGLOBULINAS EM DIFERENTES ETAPAS DE
PURIFICAGAQ NA DILUICAO 1/100, FRENTE A AMOSTRAS DE CULTURA IN VITRO
DE L. (L.) amazonensis. (Teste de Tukey).

T1= HPI - Ag SOL. L .(L.) amazonensis; T2 = HPI - Ag INSOL. L .(L.) amazonensis; T3 = lgG- SA Ag
SOL L .(L.) amazonensis; T 4 =IgG—SA AgINSOL L .(L.) amazonensis; T5= IgG—SX Ag SOLL (L.}
amazonensis; T6 =1gG - SX Ag INSOL L .(L.) amazonensis.
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FIGURA 15 — PROMASTIGOTAS DE L. (L.) amazonensis OBTIDAS DE CULTURA /N VITRO PARA
AVALIACAO DA REATIVIDADE IMUNOCITOQUIMICA NA DILUICAO 1/100.
AUMENTO 1000X.

TABELA 20 — IMUNOCITOQUIMICA DE AMOSTRAS DE INFECGAO EXPERIMENTAL COM
L. (V.) braziliensis E IMUNOGLOBULINAS EM DIFERENTES ETAPAS DE
PURIFICAGAQ. (DILUICAQ 1/100)

QUANTIDADE DE INTEGRIDADE REATIVIDADE
ORIGEM DAS IMUNOGLOBULINAS / AMOSTRAS PARASITOS MORFOLOGICA  IMUNOCITOQUI-MICA

B B B e g e ik ge 3
HPI - Ag SOL. L .(V.) braziliensis 2+ 2+ 1+ 3+ 3+ 2+ 24(Y)  2+(") 2+
HPI - Ag INSOL. L .(V.) braziliensis 2+ 2+ 2+ 3+ 3+ 3+ 3+(Y) 2+ 3+
1gG - SA Ag SOL L .(V.) braziliensis 2+ 2+ 2+ 3+ 2+ 3+ 2+ 2+(%) 2+
IgG - S A Ag INSOL L .(V.) braziliensis 1+ 2+ 2+ 3+ 3+ 3+ 3+ 3+ B
lgG - SX Ag SOL L .(V.) braziliensis 2+ 2+ 2+ 3+ 3+ 3+ £ ) 3+ 3+
1gG - SX Ag INSOL L .(V.) braziliensis 2+ 2+ 2+ 3+ 3+ 3+ 4+ A+ 4+

HPI = Soro hiperimune; 1gG - SA = pool de IgG extraida por precipitagdo com sulfato de aménio; IgG - SX = IgG purificada por
cromatografia em coluna com SEPHADEX®; Ag SOL = antiantigeno solivel; Ag INSOL = antiantigeno insolivel. p = 0,005061

(andlise de variancia)
(*): Presenca de coloragéo inespecifica de fundo (background)
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Projection of the cases on the factor-plane ( 1 x 2)
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FIGURA 16 — COMPARACOES MULTIPLAS DOS RESULTADOS DA REATIVIDADE
IMUNOCITOQUIMICA DE IMUNOGLOBULINAS EM DIFERENTES ETAPAS DE
PURIFICACAO NA DILUICAO 1/100, FRENTE A AMOSTRAS DE INFECGAO

EXPERIMENTAL COM L.(V.) braziliensis. (Teste de Tukey).
T1 = HPI - Ag SOL. L .{V.) braziliensis; T2 = HPI - Ag INSOL. L .(V.) braziliensis;
T3=1gG-S A Ag SOL L .(V.) braziliensis; T4 =19G-SA Ag INSOL L .(V.) braziliensis;
T5=1gG — SX Ag SOL L .(V.) braziliensis; T 6 =IgG - SX Ag INSOL L .(V.) braziliensis.




TABELA 21 — IMUNOCITOQUIMICA DE AMOSTRAS DE INFECCAO EXPERIMENTAL COM
L. (L.) amazonensis E IMUNOGLOBULINAS EM DIFERENTES ETAPAS DE
PURIFICACAO. (DILUIGAQ 1/100)

QUANTIDADE DE INTEGRIDADE REATIVIDADE
ORIGEM DAS IMUNOGLOBULINAS / AMOSTRAS PARASITOS MORFOLOGICA  IMUNOCITOQUIMICA

U A S L A £ & P
HPI - Ag SOL. L.(L.) amazonensis 3+ 3+ 3+ 3+ 2+ 3+ 2+ 2+(%) 2+
HPI - Ag INSOL. L.(L.) amazonensis 3+ 3+ 3+ 3+ 3+ 3+ 3+ 3+ 2+
IgG - SA Ag SOL L.(L.) amazonensis 3+ 3+ 2+ 3+ S+ 3+ 2+(%) 2+ 2+
lgG- SA AgINSOL L.(L.) amazonensis 3+ 3+ 3+ 3+ 3+ 3+ %5 3+ 3+(Y)
IgG - SX Ag SOL L.(L.) amazonensis 3+ 3+ 3+ 3+ 3+ 3+ 3+ 3+ 4+
IgG - SX AgINSOL L.(L.) amazonensis 3+ 3+ 3+ 3+ 3+ 3+ 4+ 4+ 4+

HPI = Soro hiperimune; 1gG - SA = pool de IgG extraida por precipitagdo com sulfato de aménio; IgG - SX = IgG purificada por
cromatografia em coluna com SEPHADEX®; Ag SOL = antiantigeno soluvel; Ag INSOL = antiantigeno insolivel. p = 0,034855
(andlise de variancia).

(*: Presenga de coloragdo inespecifica de fundo (background).

TABELA 22 — IMUNOHISTOQUIMICA DE AMOSTRAS DE INFECGAO EXPERIMENTAL COM
L. (V.) braziliensis, COM IMUNOGLOBULINAS PURIFICADAS (DILUICAO 1/100).

QUANTIDADE DE INTEGRIDADE REATIVIDADE
ORIGEM DAS IMUNOGLOBULINAS / AMOSTRAS PARASITOS MORFOLOGICA IMUNOHISTOQUIMICA

10 20 e 1° 2 e i 2 3°
IgG — SX Ag INSOL L .(V.) braziliensis 2+ 2+ 2+ 3+ 3+ 3+ 4+ 4+ 4+
IgG — SX Ag INSOL L .(L.) amazonensis 2+ 2+ 2+ 3+ 2+ 3+ 4+ 3+ 3+

1gG — SX = IgG purificada por cromatografia em coluna SEPHADEX®; Ag INSOL = antiantigeno insoltvel.
p = 0,989 (Qui-Quadrado).
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Projection of the cases on the factor-plane ( 1 x 2)
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FIGURA 17 — COMPARACOE$ MULTIPLAS DOS RESULTADOS DA REATIVIDADE
IMUNOCITOQUIMICA DE IMUNOGLOBULINAS EM DIFERENTES ETAPAS DE
PURIFICACAO NA DILUICAO 1/100, FRENTE A AMOSTRAS DE INFECCAO

EXPERIMENTAL COM L. (L.) amazonensis. (Teste de Tukey).

T1= HPI-Ag SOL. L .(L.) amazonensis; T2 = HPI - Ag INSOL. L (L.) amazonensis; T3= 1gG- SA Ag
SOL L .(L.) amazonensis; T4 =1gG—SA Ag INSOL L .(L.) amazonensis; T 5= 1gG - SX Ag SOL L (L)
amazonensis; T6 = IgG - SX Ag INSOL L .(L.) amazonensis.
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FIGURA 18 - FORMAS AMASTIGOTAS DE L. (V.) braziliensis OBTIDAS DE BIOPSIA (CORTES
HISTOLOGICOS) PARA AVALIACAO DA REATIVIDADE IMUNOHISTOQUIMICA COM

ANTICORPOS POLICLONAIS (IgG — SX) ANTIANTIGENOS INSOLUVEIS DE L. (V.)

braziliensis. AUMENTO DE 1000X.

TABELA 23 — IMUNOHISTOQUIMICA DE AMOSTRAS DE INFECCAO EXPERIMENTAL (BIOPSIA) DE
L. (L.) amazonensis, COM IMUNOGLOBULINAS PURIFICADAS (DILUICAO 1/100).

ORIGEM DAS IMUNOGLOBULINAS / AMOSTRAS

QUANTIDADE DE

IgG — SX Ag INSOL L .(L.) amazonensis
IgG — SX Ag INSOL L .(V.) braziliensis

INTEGRIDADE REATIVIDADE
MORFOLOGICA IMUNOHISTOQUIMICA
1° 2° 3° 1° 29 3?
3+ 2+ 3+ 4+ 4+ 3+
3+ 3+ 3+ 4+ 3% 3+

IgG — SX = IgG purificada por cromatografia em coluna SEPHADEX®; Ag INSOL = antiantigeno insoltvel.

p = 0,971 (Qui-Quadrado).
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FIGURA 19 — FORMAS AMASTIGOTAS DE L. (L.) amazonensis OBTIDAS DE BIOPSIA (CORTES
HISTOLOGICOS) PARA AVALIAGAO DA REATIVIDADE IMUNOHISTOQUIMICA COM
ANTICORPOS POLICLONAIS (IgG — SX) ANTIANTIGENOS INSOLUVEIS DE L. (L.)
amazonensis. AUMENTO DE 1000X.

5.8 ESPECIFICIDADE DOS SOROS HIPERIMUNES E ANTICORPOS POLICLONAIS

Os resultados da avaliagao da especificidade dos soros hiperimunes e anticorpos
policlonais, utilizados nas preparagdes contendo Leishmania e outros microorganismos,
a partir de culturas in vitro (Tabelas 24 e 25), indicaram auséncia de reagao
imunocitoquimica (0) para os microorganismos nao pertencentes a familia
Trypanosomatidae, ordem Kinetoplastida. Foi observada reatividade entre (1+) e (2+)
para T. cruzi e (3+) a (4+) para as espécies de Leishmania, indicando especificidade de
100% para estes parasitos nestas amostras. A avaliagdo da reatividade
imunocitoquimica, pela microscopia ética (Figura 20), em compara¢ao com coloragao
de May-Griinwald — Giemsa (Figura 21), demonstra que o0s anticorpos obtidos

apresentam a especificidade requisitada para a metodologia de ICQ.
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FIGURA 20 — IMUNOCITOQUIMICA DE L. (L.) amazonensis (FORMAS PROMASTIGOTAS) E Candida
albicans PARA AVALIAGAO DA ESPECIFICIDADE, COM ANTICORPO PRIMARIO ANTI—
L. (L.) amazonensis NA DILUICAO DE 1/100. AUMENTO 400X.

FIGURA 21 - COLORACAO DE MAY-GRUNWALD - GIEMSA EM PREPARACAO CONTENDO
L. (L.) amazonensis E Candida albicans. AUMENTO 1000X.




g4

REATVIDADE IMUNDCI TOQUIMISA

INTEGRICADE

ILANTICADE
AMOSTRA . MORFCLOGICA HPI 3G - SA lgG - 8X
....... 1'} 2!? 3I1I 1':I 2D 35 1\:\ 25 SD -III 25 aﬂ -Iﬂ '2:} a{l
L. §V) hraziansis 3+ 3+ 3+ 3+ 3+ 1+ i+ i+ 3+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ g+
"
L. (L) amazsnensis 3+ 2+ 2+ kB 3+ 2+ 3+ 2+ A+ I+ 4+ 4+ 4+ 3+ 4+
L. mibicans 2+ 2+ I+ 4r 44 4= Q ¥} 0 ¥} ¥} 0 i 0 E
'
H. cepsulaium 4+ A+ &+ 3+ 2+ 3 v} o o [ [ K a 0 a0
(" ™
8. epiderricis 4+ 44 4+ 3+ I+ 2+ ] & & L1 0 O a o qQ
& ]
T aruzi 1+ 2+ 1+ 3+ 1+ A+ 2+ 3+ I+ 3+ a4+ 1+ 2+ 1+ T+
")
L vy bmefensiz L fL)amazanensis MO WD WD WO WO WD HMNE WO+ MO MO WO WD WD MO HND
L (W} braziiensle / C. alticane 2+ 33+ 3T IH3F O 34+ 3400 3+ 340 340 ;j.+m I+0 44D A+ A+
("
L W] braziliensiz/ H capsuiafum  3+ds 3Hde 300+ 303+ 3+ 3+3+ ER0 34D 34D 30 340 3WD 3«0 340 30
] 7
L. ¢V Lbrazilansie £ 5. spidermidis 3+M+ 3404+ 3+ 305+ 343+ 343+ 2440 3+HD 30 3+D 0 FHD 3D ST 2+H0 344
1
LoY) fraziiensie s T, oruzi 3+ e EM G 300+ A2+ FH2- 303+ 243+ 42+ 42+ A0l 4+ 448+ Arile

em cofina com SEFHADEXE.; ND =Mao delarminads
(*1: Presenga de ¢oloragdo inespecifica de fundo (hackgraund).
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TABELA 25 — ESFECIFICIDADE DS SOROS HIFERIMUNES E ANTICORPOS POLICLONAIS ANTI -
L.{L.} amazonensis (Ag insclivsl), EM IMUNOCITOOUIMICA DE AMOSTRAS DE CULTURAS N

VITRO,
REATIVIDADE IUNOCITOUIMICA
GUANTIDADE INTEGRIDADE .
AMOSTRA MORFQLOGICA Soiy HE| gt - SA g - 5X
L * 3 1 20 3 =2 1? 2 3" 1" 29 3¢
L. {L) amazoranss 3+ 3+ 34+ 4+ 2+ 3+ 24 G+ 3+ 4+ 4+ A+ 44 A4+ 44
8"

L f) brazifiansis 3+ 3% 24 G+ a4+ 24 A+ T+ 4+ 4+ S+ 4+ 4+ 4+ 4+

C. ethicans J+ 2+ 2+ 4+ 4+ 4+ q K L a 0 [ 0 a H
]

M, gapsuwiatym 4+ 44 4 I+ I+ a+ q o it a o o ] a 0

& ]

S, epidarmidia 4+ 4+ a4+ a+ 3+ 2+ ] L i 0 0 0 0 0 L

7
T. endzr 1+ 2+ 1+ 2+ 3+ I+ 2+ 2+ 2+ 1+ 2+ 3+ 2+ 1+ 1+

i

LiLyammonensis/L () braabense WD WD WD WD ND KOG WO WD WD ND KO ND MWD MWD ND

3+ 340+ 3483+ 3H0+ J+d+ 34a+ 340 340 3+H0 3+H0 2+0 30 34D 44 444D
[}
LMLy amazonansis S H, cagsuwighom . 3458 344 3434+ 3404 340+ 43+ 340 JH0 3D 3ED M0 340 34D 39D
"
L Ly amasonensiss 5. egidermidis 3+ 344 3444 SHGE 3HI 243+ 340 340 24D 34D 340 34D I 3

L [L)amazonansisf C. sthicans

B4 2H14 BHTE 3HIN INZe 3H24E BHZ4 BUZE AWDE ST 426 A4 el 4l
i R,
HFI = Sore hiperimune: 1903 - 34 = poo! de |gis extraide por precipitesdo com sulfato d2 amanio; 193 - X = 19 porificada par eramatograliz

em caluna com SEFHADERS,: NI =MNap determinaca
[*): Presenga da caloracio inespecifica de fundo {backgronnd).

L L} amazonensis /T, cruzi IH1+

5.9 ESTABILIDADE DOS ANTICORPOS POLICLONAIS

Qs resultados da estabilidade dos anticorpos policlonais {IgG — SX), congelados
a - 20°C em aliguotas em tampao PBS 0,05 M, pH 7.4 e em solucao contende gliceral a
10% indicaram manutiengao da atividade imunelégica adequada ao processo
imunacitoguimice, considerando uma avaliagdo da intensidade de cor de no minimo
(2+) nas preparagdes |CQ. Meste critério, a reatividade avaliada pelo método de ELISA
foi mantida até o 10° més para os anticorpos obtidos a partir do antigeno soluvel, com
absorbancias de 0,381 (FBS 0,05 M} e 0,382 (glicerol 10%) para L.(V.) braziliensis,



1]

0,327 (PBS 0,05 M) e 0,318 (glicerol 10%) para L.{L.} amazonensis. Para os anticorpos
obtidos a partir do antigeno insolivel, a reatividade imunacitoquimica de (2+) foi
observada até 6 11° més, com absorbancias de 0,207 (PBS 0,05 M) e 0,322 (glicerol
10%) para L.V} brazitiensis e 0,289 (FBS 0,05 M} e 0,303 {glicerol 10%) para L.{L.)
amazonensis. Os controles negativos nes ensaios imunoenzZimaticos apresentaram
absorbéncias entre 0,009 e 0,061 (Tabelas 26 ¢ 27 ¢ Figuras 22 e 23).

Ma avaliagdo da manutengio da reatividade dos anticorpos policlonais (lgG —
SX) nas preparacdes imunocitoguimicas, nac foi observada diferenga significativa entre
as diferentes aliquotas de congelamento com tampac PBS 0,05 M, pH 7.4 ou solugéo
contendo glicerol a 10%, tanto no anfi-L.(V.) brazifiensis (p=0,348) (Tabela 28) como no
anti-L. (L.} amazonensis (p=0,312) (Tabela 23}.

TABELA 26 — ESTABILIDADE DOS ANTICORPOS POLICLONAIS ANTI- L. (V) brazitiensis EM ENSAIQ
IMUNOENZIMATICC {DILUICAD 1/100)

TEMPO Ag Soldvel fg Solivel Ag Insgkvel A Insalivel
COMGELAMERTO PES 002 M GLICEROL 10% PES 0.05 M GLICERQL 105
_ imeses) (Abs) [Abs) (Abs} (Abs)
| 1458 1,488 2,025 2007
B 1.432 1,405 1,656 1,881
2 1,381 1,385 1,825 1,997
3 1.280 1,308 1,687 1,718
4 1.05% 1,204 1,660 1.67¢
5 0,834 0,988 1,421 1,466
6 0,829 0B84 1,266 1,367
7 0.748 0,633 1,095 1,175
& 0,605 0585 0,503 0,903
9 0.516 2,637 {1,684 0,608
1 0,351 0,382 3,423 0,474
11 0,208 .29 0,307 0,322
12 0,430 9,123 1,152 0,178
Média x DP 0,B43+0 483 057910 485 1,186+0.847 1,23T+0 B8

Ag = Anligeng; Aks = Agsorbincia; OF = Desvie-Fadrio; p= 0,161 (Analise de variancia),
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Soluvel PBS 0,05 M T nsolivel PBS 0,05 M

A

Soluvel GLICEROL 10% Insolivel GLICEROL 10%

2.000 A
1,800
1,600 |
1,400
1,200
1,000
0,800
0,600
0,400
0,200
0000 — )

i § 2 8 4 E € ¥ B @& W 1 %2

ABSORBANCIA

TEMPO DE CONGELAMENTO {meses)

FIGURA 22 — ESTABILIDADE DOS ANTICORPOS POLICLONAIS ANTI- L. (V) braziliensis EM ENSAIO
IMUNOENZIMATICO NA DILUICAO 1/100, AVALIADO NO FERIODO DE 12 MESES A
=20 °C.
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TABELA 27 — ESTABILIDADE DOS ANTICORPOS POLICLONAIS ANTI- L. (L ) amazonensis
EM ENSAIQ IMUNCENZIMATICO (DILUICAC 1/100).

TEMPO Ag Sollvel Ag Saoldvel &g Insalivel Ag Insolivel
CONGELAMENTC PBS 0,05 M GLICERCL 10% FES 0,05 M GLICERCL 10%

imeses) {Abs) _ {Abs) [Abs) Abs)

a 1.042 1.011 1,688 1,753

1 1.044 1,008 1,587 1,762

2 1.021 0887 1,558 1,665

3 1.002 0,952 1,227 1,383

4 0823 0,836 1,194 1,238

] 0,882 05821 1,036 1,224

5] 0,785 0,799 0,995 1,259

T 0,626 0.603 0,882 0,988

g 0,554 0,522 0,857 0,965

g 0418 0,424 0,801 G717

10 0,327 0318 0,482 G505

11 0218 0225 0,288 0,303

12 0115 0,106 0,128 0. 181
Media £ DP 0,E89+0 334 G,E70+0.322 086340493 1,070£0,531

Ag = Antigeno; Abs = Absorbancia; OF = Desvie-Fadraa; p = 0,060 (Analize de Variancia ).

=0 coitivel PBES 0.05 M o Insolivel PES 0,05 M
T S nlrvel GLICEROL 105 it Insolivel GLICEROL 10%

2,000
1.800
1.600
1,400
1,200
1,000
0,800
0,600
0,400
0,200
0,000

ABSORBANCIA

a 1 2 3 4 5 & 7 g g 10 11 12

TEMPO DE CONGELAMENTO {meses)

FIGURA 23 — ESTABILIDADE DOS ANTICORPOS POLICLONAIS ANTI- L. (L.} arnazonensis EM ENSAIO
IMUNOENZIMATICO NA DILUIGAO 1/100, AVALIADO NO PERIODO DE 12 MESES A
= 20.°C,
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TABELA 28 - MANUTENCAO DA REATIMIDADE DOS ANTICORPOS FOLICLONAIS ANTI- L. (V)
braziliensis EM PREPARACAQ IMUNCCITGGUIMICA (DILUICAD 1/100)

TEMPO Ag Soldvel Ag Selivel &g Insokivel Ag Ingoluvel
GDN?ELAM]ENTO PBS 0,05 M GLICERCL 105 PES 0,05 M GLICEROL 10%
reseEs P ngo i A O o
1 o 2l} 30 1 1} 2“ E'u 1\‘.! 2\1 36 -1"1 :2{1 30
0 A+ 4t 3+ 4t 4 4 LA A+ d+ 4+ 4+ A+
3 4+ 4+ 4t 4t 3+ 4+ 4+ A+ 3+ 4+ 3+ 4+
£
B 4+ KE 44 4+ 4+ 3+ 4+ 44 4+ 44 4+ A+
1] 3+ S+ S+ S+ 2+ I+ I+ 3+ It 4+ 4+ 3*
10 2+ 2+ 24 2+ 2+ 2+ 3+ a+ 3+ 3t 2+ 3+
11 Y O 1+ 1+ i+ 2+ 2+ 2¥ 2+ 2+ 2+
' &
12 a Q 0 o o o 1] | | o o o
A3 = Antigeno; p = 0.243 [Qui-Ouadrado).
{*) Presenga de caloragdo inespeciica de fundg (backgreundg),
TABELA 2% ~ MANUTENGCAQ DA REATIVIDADE DOS ANTICORPOS POLICLONAIS ANTI- L. (L.}
smazononsis EM PREPARACAQC IMUNCCITOQUIMICA (DILUIGAD 17100}
TEMFO Ag Soldvel An Salivel Ag Insokivel Ag Insolivel
CONGELAMENTC FES 005 M GLICERDOL 10% PES 005 M GLICERDL 10%
{meses) e N i
1 1] _2\]‘- . ED N -‘Iﬂ 2D aﬂ -IE 2I:| an 1 o 2I1I BD
| 44 4+ 3+ 4+ g+ 4+ 4+ 4+ g+ g+ g+ 4+
3 4+ I3+ 4+ S+ A+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+
i 44 3x 44 4+ 3+ 3+ 4+ 3+ 4+ 4+ 4+ 4+
g 3+ 3+ 3+ 2+ 2+ I+ 3+ 3+ 3+ 4+ 4+ 3+
10 2+ 2+ o+ E+ 1+ 2+ A+ A+ 3+ 3+ 2+ A+
'}
11 =+ 1+ 14+ 1+ 1+ 1+ 2+ 2+ 2+ 2+ 2+ 2+
12 ] | o | 8] 0y Y 0 Q Q E {

Ag = Antlgena; p= 0212 {Qui—(}!uaﬁfaﬂu].

*%: Presenca o'e caloracho inespeciica de funda [hackgrowrnd).
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5.10 COMPARAGAQ ENTRE DIFERENTES METODOS PARA A DETECCAO DE
AMASTIGOTAS E ANTIGENOS DE { £ISHMANIA

Na avaliagdo da ICQ/IHQ em comparagdo com outras metodologias utilizadas
para o diagnostico da LTA, as preparacdes de ICQ/IHQ apresentaram maior facilidade
de visualizagao das formas amastigotas em relagio as coloragdes de hematoxilina-
eosina (Figura 20 e Tabela 30). Para o5 casos avaliados a histopatologia com coloracio
HE apresentou sensibilidade de 33,3% para a deteccio de amastigotas, 0 mesmo
resultado observado na ICQ/IHQ. Se for considerada a presenca de antigenos de
Leishmania, no padrao celular, na amostragem avaliada {(Figura 26), a ICQ/HQ
apresenta sensibilidade de 83,3%, bastante supetior as obtidas com a coloragdo com
HE & compativeis com os resultados de cultura e PCR (Figura 24), exceto em um
possivel caso anérgico, que n&o apresentou antigenos em padrdo celular. As
metodologias de cultura e PCR foram consideradas como padrac ourc para a

comparagao com os demais metodes {(Tabela 31).
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TABELA 30 ~ HISTOPATOLOGIA PARA PESQUISA DE AMASTIGOTAS DE Leishmarniz
EM BIOPSIAS DE CASOS SUSPEITCS DE LTA, COM COLORACAD DE HEMATOXILINA-

EQSIMA. AUMENTO DE 1000%.

CESCRICAD HISTOPATOLAGICA,

PEESEMNCA DE
AMASTIGOTAS DE
Laishimanis so

Inflamagdo granulotnalesa com infecgin hacteriana secundéria.
Sugestivo de Leishmaniose

Tnflarnagdo pranulomatosa.
Sugestive de Leishmaniose

Tnflamagio granulumatosa “histdide™ associada 4 grande quandidade
de prolozoarios, com aspecte de Lefsturaricn 5.
(Infeepdo recenle? Estado andrgico? )

Inflwmagio granulomatosa.
Sugestivo de Leishmaniose

Inflamagdo granulomataosa,
Sugestivo de Leishmaniose

Laishmaniose.
Aspecto histoldgico sugere infecciio experimental,
COIM escassa resposta imune celular.
Presenga de protozodrios com aspecto de Leishmania sp.

NEGATIWVO

MEGATIVG

POSITHVG

NEGATIVO

NEGATIVG

POSITIVO




92

TABELA 31 - COMPARACAO ENTRE DIFERENTES METODOLOGIAS PARA A DETECGAO DE
AMASTIGOTAS E ANTIGENOS DE Leishmania EM MATERIAL DE BIOPSIAS DE LESOES.

METODOLOGIA
HE HQ IHQ
CASO PRESENCA DE PRESENGCA DE ANTIGENOS DE PCR CULTURA
AMASTIGOTAS DE AMASTIGOTAS DE Leishmania
Leishmania Leishmania PADRAO CELULAR
1 ) ) + ) (+)
2 ) _ ) (+) +) +
3 (+) {+) ORY) (+) (+)
4 ) -) (+) (+) +)
5 ) o (+) (+) (+)
) ) ) ) +) *+)
SENSIBILIDADE (%) 333 33,3 83,3 100 100

HE = Histopatologia com coloragdo de hematoxilina-eosina, aumento 1000x; IHQ = Preparagdo imunohistoquimica, aumento
1000x; PCR = Reagdo em cadeia da polimerase.
(") = {Infecgao recente? Estado anérgico?)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Pb

2072

600

100

Pb = Pares de base
FIGURA 24 — PERFIL DOS PRODUTOS AMPLIFICADOS NA REACAQ EM CADEIA DA POLIMERASE

DE BIOPSIAS DE PACIENTES COM DIAGNOSTICO CLINICO DE LEISHMANIOSE
(LINHAS 2 A 7); DE ANIMAIS INFECTADOS EXPERIMENTALMENTE (LINHAS 8 A

11); CEPA REFERENCIA DE L. (V.) braziliensis (LINHA 12); L.(L.) amazonensis (LINHA
13) E CONTROLE NEGATIVO (LINHA 14). AMPLIFICADOS COM OS INICIADORES b1 E
b2. MARCADOR MOLECULAR 100 PB DNA LADDER (INVITROGEN) (LINHA 1)




(A) Preparagao IHQ.

(B) Coloragao HE.

FIGURA 25 — IMUNOHISTOQUIMICA E HISTOPATOLOGICO, COM COLORAGAQO DE
HEMATOXILINA-EOSINA, DE MATERIAL DE BIOPSIA PARA DETECGAO DE
FORMAS AMASTIGOTAS DE Leishmania. AUMENTO DE 400X (A) E 1000X (B).
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FIGURA 26 — IMUNOHISTOQUIMICA DE BIOPSIA DE LESAO ATIVA DE LTA, COM REACAO
POSITIVA PARA ANTIGENOS DE LEISHMANIA EM CITOPLASMA DE CELULAS
GIGANTES (PADRAO CELULAR). AUMENTO DE 1000X.
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6 DISCUSSAC

No periodo compreendido entre os anos de 1880 e 2006, o namero de casos de
LTA no Brasil apresentou um crescimento de 4560 para 37.700 casos, chegando a
24.300 casos em 2005 (BRASIL, 2007). O coeficiente de detecgdo da doenga tem
apresentado intensa variagio de ano para ano nas mesmas localidades ¢ municipios
da area endémica, dificultando a utilizagdo dos métodos tradicionals de estratificagao
territorial. As mudangas socicecondmicas, ambientais e comportamentais dificultam o
controle da doenga e vém permitinde o aumento do numero de ¢asos principalmente
em populagdes menos assistidas pela estrutura sanitaria dos estados e municipios. Um
exemplo tipico & o processo de periurbanizagdo e urbanizagdo das leishmanioses,
intimamente associadas as modificagdes decorrentes do éxodo rural, desemprego e
favelizagdo, freglentemente observados no Brasil (BRASIL, 2007).

Os métodos de diagndstico atualmente disponiveis para LTA apresentam, em
diversos aspectos, restricdes que limitam sua eficdcia e possibilidades de aplicagéo
nos servicos de salde e principalmente em locais distantes dos grandes centros onde
geralmente estdo os pacientes (FABER ef af, 2003). O diagndstico ¢linico, nas formas
tipicas da doenca, nas quais a fesdo ¢ evidenie e a historia clinica & exuberante, pode
ser feito sem dificuldade por um profissional experiente. Porém, deve ser realizado o
diagnoéstico diferencial de outras dermatoses granulomatosas, que apresentam lesbes
semelhantes a LTA e que padem ser confundidas, podendo levar a erro de diagnostico
e acarretando consegléncias negativas para o paciente e o sistema de satde (REED,
1996). Na pesquisa direta do parasito nas lesdes, a porcentagem de positividade &
inversamente proporcional @ duragdo da infecglo, sendo que, em lesdes recentes, as
formas amastigotas podem ser encontradas com maior facilidade. Em lesfes crinicas,
as amastigotas s30 escassas e geralmente raras apds um ano, requerendo maior
dedicagdo e experiéncia do microscopista, nac sendao raros us casos falsos negativos.
Lesdes muito contaminadas também contribuem para diminuir a sensibilidade do
método (CUBA, 2000; SINGH & SIVAKUMAR, 2003). Os sistemas de diagnoéstico
imunoldgico que utilizam métodos de enzimaimunoensaio {(ELISA), imunofluorescéncia
indireta {IFl}), pesquisa de DNA e culiura necessitam de uma estrutura técnica
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laboratorial que nem sempre & disponibilizada nos servigos de salide publica nos
municipios do  interior, ficando restritos aos centros de referéncia (SINGH &
SIVAKUMAR, 2003). Os metodos para avaliagdc da resposta celular (leste de
Montenegro) apresentam limitagdes em sua padronizagdo, aléem da dificuldade no
retorno do paciente para a realiza¢8o da leitura da reacao, apds 72 horas (SOUZA of
al, 1992} Na rctina dos servicos de sadde que oferecem apoio técnico para o
diagndstico laboratorial da LTA, a pesquisa do parasita € a opgdo mais rapida e
caomumente disponivel. O exame histopatalégico e o esfregago de material de lesdes,
corados por hematoxilina-sosina & Giemsa, apresentam limitagGes caracterizadas pela
dificuldade de visualizacie do parasita. Estes aspectos limitantes, j& apresentados no
item 3.7.2.1, tém estimulado o desenvolvimento e a aplicagdo da metodologia de
ICQ/IHQ no diagnéstico da LTA (WEIGLE ef al., 1887).

Meste contexto, é justificado o desenvolvimento de um métode ICQYIHG para
complementar o conjunto de metodologias disponiveis, visando melhorar ¢ diagnostico
e o coeficiente de detecgdo da LTA. Assim, a etapa inicial deste trabalho consistiv na
producao de antigenos solavel e insclivel de Leishmania. Buscando elevar o indice de
positividade diagnéstica, permitindo maior abrangéncia na aplicagae da metodologia,
foram produzidos antigenos a partir das espécies de Lefshmania mais comumente
gnvalvidas nos casos de LTA no Brasil. As espécies penencentes a subgéneros
distintos apresentam especificidades morfoldgicas, bioguimicas e em formas clinicas,
sendo que L. (L} amazanensis é responsavel pela manifestagdo cutanea e cutaneo-
difusa e a L. (V) braziliensis pela apresentacio das formas cutinea e cutaneo-mucosa
da deenca. Alem disso, a escolha destas espécies deve-se ao fate de serem as que
nassuermn maior distribuicao geografica (THOMAZ-SOCCOL ef af,, 1893).

Ainda no aspecto da abrangéncia da metedelogia @ com ¢ objetivo de aumentar
a sensibilidade & a aplicabilidade do método, optou-se pela utilizacdo de anticorpos
~ policlonais, considerando que atendem aos requisitos técnicos de ICQ/AHQ, elevam a
sensibilidade diagndstica e s3o mais acessiveis, {écnica e economicamente, que os
anticarpas monoclonais {TAFURI, 2004}, Outra vantagem, na aplicacdo dos anticorpos
policlonais em |HQ para o diagnhostico de doengas infecto parasitarias, &€ que os

anticorpos monoclonais apresentam atividade para apenas um epitopo antigénico, gue
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pode nao resistir ao processamento histopatoldgico com fixagdo em forme! e parafina
{BANCROFT & COOK, 1994), o que diminuiria sua sensihilidade.

Os antigenos preduzidos a partir da cuitura de formas promastigotas das cepas
de referéncia MHOM/BR/75/M2903 de L. (V.} brazitiensis e MHOM/BR/78/PHS de L. (L)
amazonensis apresentaram concentragdo de proteinas, volume e biomassa com
resultados similares (Tabelas 2 e 3), ndo sendo observada diferenca significativa, em
termos de produgdo, entre os mesmes tipos de antigenos das diferentes espécies. A
determinacdo de proteinas pelo método de Bradford (1976) nfe foi aplicada aos
antigenos insolGveis por serem constituidos de material particulade, o que causaria
interferéncia na determinagac da absorbincia do produto colorido resultante. Para
estes antigenos foi aplicade ¢ método de micro Kjeldahl (A.Q.A.C., 960.52, 1855 —
modificade}, com determinacio de nitrogénio total e conversfio para percentual de
proteinas na biomassa resultante (Tabela 3).

A cingtica de produgao de anticorpas, a partir da imunizagao de animais, indicou
que o apice ocorreu aos 85 dias apds o inicio da sensibilizagdo, sendo realizada a
sangtia de produgdo neste periodo (Tabelas 4 e 5). Na analise comparativa dos
resultados obtidos na determinagdc imunoenzimatica, foi observado que os antigenos
insolivels, de ambas as especies de (Leishmania, apresentaram absorbancias
significativamente superiores acs antigenos soluveis, indicando maior imunogenicidade.
Este resultado apresenta relevédncia para o estudo, pofs indica gue a opgéo pela
ulilizagde de antigenos insoliveis para a imunizagdo de animais & produgio de soros
hiperimunes resultara em melhor rendimento para © processo produtivo € maior
reatividade., Os resultados obtidos mostraram ndo haver diferenca significativa entre as
espécies do parasito para os mesmaos tipos de antigenos.

Na aplicagdo das metodologias de {CQ e iHQ, a ocorréncia de reagtes
inespecificas de fundo (backgroud) deve ser evitada, pois pode comprometer a
avaliagdo da presenca de determinado antigeno na amestra em andlise. As reacdes
inespecificas sao devidas A existéncia de interacdes hidrofébicas, iGnicas, atividades
enzimaticas endogenas, fixagdo deficients, degradagio da amostra e presenca de
anticorpos naturais e proteinas contaminantes (BOENISCH, 2001; BORGES-FERRO,

2003). A maioria dos interferentes pode ter sua atividade atenuada ou eliminada nas
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etapas de execugdo da metodologia. A interferéncia devido a proteinas contaminantes,
presentes nos soros hiperimunes, pode ser minimizada por um processo eficiente de
purificagdo dos soros, Neste trabalho, o processo de purificacdo consistiu na extracao
de imunoglobulinas, segundo a metodologia de Mckinney & Parkinson (1987), seguido
de purificagaa cromatografica em coluna, conforme descrito em material e métodos.

Os resultados da determinagdc protéica das fragies de imunoglobuylinas
purificadas (IgG - SA) (Tabela 8) nao apresentaram modificagdes nos perfis cbtidos
anteriormente para 0s soros hiperimunes (HPI), sendo mantida a proporgdo da
concentragdo protéica para as imunoglobulinas obtidas a partir das imunizagdes com os
diferentes antigenos de Leishvmania sp.

A manutencéo da atividade das imunoglobulinas, extraidas pelo tratamento com
sulfato de aménio, foi confirmada por reacdo imunoenzimatica, que tambeéem indicou
maior imunorreatividade para os anticorpos policlonais preduzidos a partir dos
antigenos Insoliveis, particularmente quando utilizada a diluicdo de 1/200, gue
apresentou a maior diferenga (Tabela 7).

As fragBes de imunoglobulingas submetidas ao processe de purificacio
cromatografica em coluna, utilizando-se resina de G — sepharose (Sephadex®),
apresentaram resultadas de concentragao proteica (Tabela 8) prédximos acs obtidos nas
etapas anteriores. O resultado da atividade das 1gG purificadas (lgG — SX), avaliada por
enzimaimunoensaio, também indicou a maior reatividade para aquelas produzidas a
partir dos antigenos insoliveis (Tabela 8.

A metodologia de enzimaimunaensaio, utilizada para a determinagéo da cinética
de producdo de anticorpos e alividade dos soros hiperimunes (HP!Y e anticorpos
policlonais {IgG - SA e IgG ~ 5X), além de permitir uma padronizacdo metodoldgica e
verificacdo da atividade e esgpecificidade das imunoglobulinas, possibilitou uma
avaliagho quantitativa da imunorreatividade. Deve ser observado que na padronizagdo
do teste de ELISA foram utilizados antigenos soluvels para a sensibilizagéo das placas,
pois o insoldvel ocasionaria interferéncia na determinagdo da absorbancia, por ser
consfituido de material particulado. A maior reatividade apresentada pelos soros e
imunoglobulinas obtidos a partir de antigenos insoldveis indica a existéncia de reagao

cruzada entre oz anticorpos produzidos e os antigenos utilizados na sensibilizagao das
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placas. Esta caracteristica, além de nic c¢comprometer a interpretacdo dos dados,
sugere que a aplicagao dos anticorpos policlonais, produzides a partir de antigenos
insoliveis, possibilita um espectro mais amplo de reatividade, sendo favoravel para
utilizacao na ICQ / IHQ.

Buscando estabelecer as condicbes técnicas apropriadas para a obtengio de
resultados satisfatdrios na metodologia de ICQ, foram avaliadas as condicbes de
aderéncia, fixagao e conservagio das amostras em laminas {(Tabelas 10 a 17). Estes
parametros devem proporcionar a manuteng3o das caracteristicas originais da amostra,
sendo representativas do tecido pesquisado, diminuindo os casos de falsos negativos
decorrentes de condigdes improprias de conservagdo e fixacie. Além de proporcionar
as condigdes técnicas adequadas, os pardmetros devem ser de facil execucdo, sem
necessidade de esirutura técnica sofisticada, permitindo sua aplicagdo em todos os
niveis de assisténcia a salde, Para os cortes de tecido submetidos 4 metodologia de
iHQ, © procedimento histopatolégico convencional, j& estabelecide na pratica
laboratorial (BANCROFT & COOK, 1994), que inclui a conservagdo da amostra em
formol tamponado a 10% e a confecgdo de blocos de parafing para cortes histologicos,
atende aos requisitos de fixagdo & consernvagao exigidos.

Qs parametros foram avaliados frente a disiensSes esfregagos por aposicio
contendo formas promastigotas e amastigotas de L (V) brazifiensis e L. (L)
amazonensis, ndo apresentando diferenca significativa nos resultados obtidos.

Na avaliagdo dos tipes de laminas de vidro {comuns ou silanizadasg), que
apresentam as condigBes de aderéncia e fixagao adequadas ao processo, ndo houve
diferenga significativa nos resultados apresentados, indicando ndo haver necessidade
do tralamento prévio das |Aminas comuns com 3 — aminopropil — trietoxisilano {silano).
Apesar do usc de laminas silanizadas ter sido sugeride em informes técnicos dos
fabricantes do sistema de detecgio (BOENISCH, 2001), a opc¢éo pelas idminas ¢comuns
buaca, além de atender reguisitos técnicos bésicos, estabelecer condigdes gque ndo
dificultern ou cnerem a realizacdo da metodologia em laboratdrios de pequeno porte e
com estrutura deficiente.

Com a mesma finalidade apresentada anteriormente, foi avaliado o efeito do soro
fetal bovino (SFB) sobre as amostras submetidas a imprints e esfregacos. A adicio de
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solugdo protéica tem sido utilizada em métodos citologicos com o objeiivo de aumentar
a aderéncia das amostras de tecidos as laminas, bem como preservar aspectos
morfoldgicos. Os resultados obtidos demonstraram gque a adigdc de SFB nao
apresentou efeitos significativos & aderéncia e conservacéo dos parasitos, nos
experimentos realizados, indicando ndc haver necessidade deste procedimento
adicional na obtencio de condigbes satisfatérias para a ICQ.

Dos parametros preliminares avaliados, as variaveis de fixagdo & seco e
secagem parcial ao ar {1 minuto e 10 minutos) com fixagdo em etanol a 95%, nao
apresentaram resuitados com variagdes significativas. Na avaliagao destes parametros,
optamos pela utilizagdo de etanol a 95%, considerando ser de facil aquisicao e
apresentar menor toxicidade que o metanal (LEITE, 1892), nédo necessitande a
utilizacdc de capelas de exaustdo ou eguipamentos de protecao individual,
apresentando resultados similares.

Em fungdo dos resultados obtidos e com a finalidade de estabelecer os
pardmetros gue apresentem ao mesmo tempo condigdes satisfatorias de aderéncia,
preservagao morfologica e facilidade de execugao, entendemos que a metodologia que
estabelece o uso de laminas comuns, sem adicio de SFB, secagem ao ar por 10 {dez)
minutos e fixagdn em etanol a 95%, atende as condigdes técnicas necessarias para a
obten¢io de resultados satisfatdrios na metodologia de 1CQ.

Aplicando os pardmetros preliminares anteriormente definidos as distensoes,
esfregacos por aposigdo e secbes de tecido foram submetidos aos processos de ICQ e
IHQ, utilizando-se os anticorpos primérios obtidos nas diferentes etapas de purificagac
e frente as duas espécies de Leishmania. Os resultados apresentados indicaram gue os
pardmetros preliminares foram adequados, comn aderéncia e preservagc morfologicas
satisfatorios. Na avaliagio das diluigdes dos anticorpos foram testadas as diluigbes de
110, 1/100 e 1/1000. As laminas preparadas com diluigdes de 1/10 apresentaram
elevada ocorréncia de reacoes inespecificas de fundo {(background), ndo permitindo a
utilizacao desta diluicdo nas preparagdes. As diluigbes de 1/1000, em alguns casos,
apresentaram baixa imuncrreatividade, o que impede sua aplicag&o segura em analise
diagnastica. Em fungdo disto, optou-se pela ulilizagéo das dilvigbes de 1/100, por

apresentarem resultados adequades para aplicagdo em preparagdes 1CQ/AHQ.




101

A imunorreatividade das imunoglobulinas em diferentes etapas de purificagao foi
avaliada considerando a intensidade de coloracdo desenvolvida nas preparagdes
ICQAHQ. Os resultados apresentados nas Tabelas 18 a 21 e Figuras 12 a 1% indicaram
maior reatividade para as imunoglobulinas produzidas a partir dos antigenos insoliveis
g com maiar grau de tratamento e purificagdo {IgG — SX). Pode ser observado pela
andlise de varidncia e pela aplicagdo do teste de comparagdes multiplas {teste de
Tukey) que o aumento da reatividade é diretamente relacicnado com o grau de
purificagan, ou seja, os anticorpos policlonais obtidos apés purificagao cromatografica
em coluna de SEPHADEX® (IgG — SX), apresentaram maior imunorreatividade que as
imunaglobulinas somente extraidas com sulfato de amdnio {IgG — 3A) que por sua vez
apresentaram resultados superiores aos soros hiperimunes (HPI). Esses resultados sao
compativeis com os obtidos quando foi aplicada a metodologia de enzimaimunoensaio
para avaliagdo da atividade das imunoglobulinas purificadas (Tabela S). A maior
imunorreatividade dos anticorpos policlonais (1gG — SA e |gG — 5X), obtidas a partir de
antigenos insoliveis, ohservada tanto no método de ELISA guanto na metodologia de
ICQ/HQ, aliada ao melhor rendimento na imunizagéo de animais e produgéo de soros
hiperimunes (HPI) {Tabelas 4 & 5), obtidos neste trabatho, indicam a utilizagdo de
aniigenus insolaveis para a produgdo de anticorpos policlonais.

A avaliagdo da reatividade das imuncglobulinas obtidas a partir de antigenos de
L.{V.) brazifiensis e L.(L.}) amazonensis frente a parasitas de espécie distinta {Tabalas
22 e 23) indicou nao haver diferenga significativa, cu seja, o3 anticorpos nac sao
espécic-especificos. Todavia, essa caracteristica ndo compromete a aplicagéo dos
anticorpos policlonais produzidos ou a metodologia de ICQ/IHQ, considerando que o
objetivo ¢ implementar o diagnéasticc da doenga e nao sua aplicagdo em estudo
epidemiologice ou filogenético. Esta caracteristica pode ser bastante favoravel, pois
amplia a aplicagdo da metodelogia e dos anticorpos policlonais para areas com
prevaléncia de LTA causada por oufras especies de Leishmania.

Nos resultades em gue foram avaliadas as quantidades de parasitos fixados nas
laminas e a integridade morfoldgica (Tabelas 18 a 23), ndo foi observada diferenga
significativa, indicando n&o haver interferéncia do grau de purificagio ou origem dos

anticorpos policlonais na fixagio dos parasitos nas l&minas e na manutengéo da
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marfalegia.

Na avaliagio da imuncrreatividade e especificidade dos anticorpos, foi ohservada
a ocoiréncia de reagdes inespecificas de funde {(background), especialmente quando
sdo ulilizados soros hiperimunes (HPI} (Tabelas 18 a 25} O uso de anticorpos
policlonais purificados (IgG — 8X) eliminou ou atenucu a ocorréncia desta interferéncia,
indicando que ¢ indicada sua ulilizagdo na metodologia de ICQ/IHQ. Apesar de o
processo de purificagdo ser de custo relativamente elevado, a atenuagao das reagbes
inespecificas de fundo, ja discutida anteriormente, & fundamental para a obtengdo de
resultados ¢onfiavels na metodologia.

MNa avaliago da especificidade dos sores hiperimunes (HFI) e anticorpos
policlonais (lgG — SA e IgG — SX}, os resultados obtidos na analise das preparagdes
ICQ apresentados nas Tabelas 24 e 25 e exemplificados pela Figura 20, pode ser
evidenciada a auséncia de reagdo imunocitoquimica frente acs microrganismos nao
pertencentes  a familia Trypanosomatidae, ordem Kinelopfastida, indicando
especificidade de 100% nestas amostras. A escolha dos microrganismos para
verificagdo da especificidade considerou os encontrados com maior freqliéncia coma
contaminantes em |lesGes felshmanidticas ou o8 gue desenvelvem lesbes similares ou
ainda para verificagao de reag¢des cruzadas entre espécies do mesmo género ou
ordem. A especificidade dos anticorpos obtidos, revelada pela coleracdo especifica
desenvolvida, faverece a visualizacdo dos parasitas pesquisados pela ICQ (Figura 20}
se comparado com & coloracio de MayGrunwald - Giemsa (Figura 21).

Foram observadas reagdes cruzadas entre L. (L) amazonensis, L (V)
hrazifiensis e Trypanosoma cruzi. As reacbes cruzadas entre os diferentes anticorpos
& as espacies de Lefshmania indicaram a possibilidade da aplicagio destes anticorpos
em [CQ e IHQ em regifes que apresentem casos de qualquer uma das espécies em
estudo, sendo favoravel ao aumento da abrangéncia do metodo. A reacio cruzada
com Trypanosoma cruzi ndo compromete a metodologia, pois nio se espera a
presenga deste parasita em lesdes com caracteristicas leishmanidticas, considerando
que 0 método & baseadce em visualizagio dos parasitas ou antigenos especificos
nestas amostras biologicas. A ocorréncia de reagdes cruzadas tambeém é observada
nos metodos de diagnostico sorologicos {IFl e ELISA), especialmente com a doenga de
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Chagas e calazar, comprometendo, em parte, a especificidade dacueles metodos. As
metodologias sorologices apresentam resultados varidveis na LTA, quer pela reduzida
antigenicidade do parasita ou pelos baixos niveis de anticorpos circulantes. Além disso,
o nimero de reages sorologicas negativas @ maior entre os casos com exame
parasitologico positivo quande comparade aqueles em que a pesguisa direta do
parasito foi negativa (GONTIJO & CARVALHO, 2003).

A manutengdo da atividade imunolbgica dos anticorpos policionais {lgG — SX)
congelados a -20°C foi avaliada conforme descrito no item 4.14 e os resultados
apresentados nas Tabelas 26 a 29 A avaliagdo da estabilidade foi realizada somente
para 6s anticorpos policlonais (I9G -~ 8X) por terem sido escolhidos para aplicagao na
metodologia, em funcdo das vantagens técnicas ja discutidas. A escolha da
temperatura de congelamente em — 20°C considerou a disponibilidade.em iabaratérios
de pequenc porte, de equipamentos que atinjam esta temperatura, apesar de o
cangelamento a ~ B0°C permitir a manutengio da reatividade por periodos mais longos.
Para aplicagdo neste estudo, foi estabelecido gue a estabilidade refere-se a
manutengdo das propriedades para aplicagdo em ICQ/IHQ, com desenvolviments de
coloragédo com intensidade minima quantificada em (2+). Para obtengio desta
intensidade de cor, observou-se para anticorpos policlonais anti-L. (V) brazitiensis uma
absorbancia de 0,381 para antigeno solavel e 0,307 para antigeno insollvel,
respectivamente no 10° e 11° més de congelamento. Para anticorpos anti-f. (1.}
arnazonensis foi encontrada absorbancia de 0,337 para antigeno solivel e 0,289 para o
insolGvel, no mesmo periodo de congelamento. Na avaliagido da atividade imunolégica
dos anticorpos policlonais submetidos ao congelamento, ndo fof observada diferenca
significativa entre as espécies ou para aliquotas congeladas em tampao PBS 0,05 M,
pH 7.4 ou em solugdo contendo glicerol a 10%.

Os dados obtidos no desenvolvimento e padronizagao, discutides anteriormente,
permitiram ¢ estabelecimento de condigdes metodologicas para a ICQIHQ, com
parametros adequados a proposta de utilizagao em laboratarios voltados ao diagnéstico
de LTA.

As técnicas de IHQ t&m sido eficientes no diagnéstico da LTA, principalmente

por permitirem uma melhor visualizagdo do parasita, evidensiando sua presenga em
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amostras de lestes com restos celulares e microrganismos contaminantes (KENNER
et af, 1999). Em adigdo a identificagio de amastigotas Integras em lesdes ativas de
LTA, a metodologia de IHQ pode ser aplicada também em iesdes cicatriciais, permitindo
verificar a presenga de amastigotas degradados ou em faze de processamento de
antigenos. A presenca dos antigenos pode ser classificada em padrGes celulares,
vasculares e neurais, dependendo da localizagdo (SCHUBACH &t a/., 2001).

Além da viabilidade da aplicagdo em servigos de pequencg porte, a metodologia
fornece pardmetros que contribuem para a fundamentagio do diagnéstico laboratorial.
Na avaliagic dos diferentes métodos utilizados para o diagndstico laboratorial da LTA
descrito nos itens 4.15 e 5.10 e resultados apresentados nas Tabelas 30 e 31 e Figuras
20, 21, 25 e 26, pode ser observado gue a metodologia de IHQ apresenta algumas
possibilidades adicionais para o diagnéstico da LTA em relagic a metodologia
tradicional de histopatologia com coloragdo por hematoxilina-eosina (HE), que
apresentou sensibilidade de apenas 33,3%, compativel com resultados encontrados na
literatura {(SCHUBACH el af, 2001, KENNER &f &f., 1828} Uma vantagem relevante da
IHQ em relagdo a histopatologia com HE & a facilidade de observagio das formas
amastigotas em um campo de microscobia gque apresente poucos parasitas em meio a
reagdo inflamatdria, restos celulares (debris} e microrganismos contaminantes
(infecgbes secundarias). Esta visualizaglo ampliada & decorrente da presenca bem
definida do substrato cremogénico {DAB) no sitio de interagdc antigenco-anticorpo, em
contraste com o corante de fundo, possibiltande sua visualizagdo mesmo por i
patoclogista ou microscopista com pouca experiéncia ne diagnodstico de LTA. Além desta
vantagem na coloragdo, o substrato cromogénico permite um delineamento das
estruturas das formas amastigotas, dando aparéncia maior do que na coloragao por HE
{de 3-5 pm contra 2-4 pm, respectivamente). Cubtro aspecto relevante refere-se a
necessidade de usc de objetivaz de imers&o na microscopia de preparagdes
histopatolégicas coradas por HE, sendo dispensavel na IHQ. Estas possibilidades de
visualizagcdo permitem uma reducdo no tempo de andlise microscopica para o
diagnostico da LTA (KENNER &f af., 1999},

Outra informagio obtida na ICQ/AHQ & a possibilidade da presenga de reagdo
positiva para antigenos de Leishmania, que ocorre em tecidos com parasitas
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parcialmente degradados ou em fase de processamento de antigenos (Figura 26),
independente da visualizagdo das formas amastigotas integras. Em estudo realizado
por SCHUBACH ef al. (2001), os autores classificam os antigenos em quatro padrdes
distintos: padriao amastigota, para formas integras; padrac celular, para antigenos
processados no citoplasma de celulag fagocitarias, padriae vascular, para logalizagio
na parede de vasos sanguinecos e padrdo neural, para localizagdo em nervos
perifericos {derme). Essa classificagdo & particularmente importante em lesfes pobres
em parasitas, pois indica a possivel presencga de antigenos de {eisfimania na amostra,
sugerindo a necessidade de uma andlise microscopica mais exaustiva ou a aplicagao
de uma metocdologia mais sensivel para a confirmagio diagnostica, evitando a
ocarréncia de um diagnostico falso negativo e suas conseqléncias para o paciente.
Esta possibilidade de caracterizacdc de antigenos, independente da presenga de
amastigotas integras, elevou a sensibilidade da metodologia neste estudo para 83,3 %
{Tabela 31). Considerando gue nos casos onde foram identificadas formas amastigotas
{coloracac HE), o diagnostico ja estava definido, a présenga de antigenos de
Leishmania caracterizado em todas as demais amostras, com confirmagéo diagndéstica
por PCR e cultura, eleva a sensibilidade do método para 100% dos casos avaliados.
Este resultado é compatlvel corm a sensibilidade de 92.5% encontrada por SCHUBACH
et al (2001}, oferecendc um pardmetro adicional para ¢ estabelecimento do
diagndstico.

Este conjunto de vantagens tem permitide que a IHQ apresente maior
sensibilidade e especificidade para a deteccdo de amastigotas e antigenos em lesbes
ativas de LTA, quando comparado com analise histopatoldgica com coloragdo por HE
(LIVNI &t al., 1983; SALINAS ef al., 1989; KENNER &t a/., 1999).

Os meétodos histopatolégicos para diagnéstico da leishmaniose geralmente
apresentam resultadeos conflitantes. Num estudo realizade para zona endémica de L
(V.} brazifiensis, Magalhdes ef al (1988) encontraram positividade para 63,7% dos
casos de leishmaniose cutdnea e 37.5% para pacientes com lesdes de mucosa. Ja
Ridley (1980), avaliandc pacientes de diferentes partes do mundo, onde a leishmaniose
é endémica, observou baixa sensibilidade para o método. Em histopatologia,
geralmente o padrdo de reagdo exsudativa celular constitui © quadro inicial e final da
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les3o, com 0s demais padrbes aparecendo interpostos durante a evolugdo da doenga.
O diagndstico histopatolégico de certeza da leishmaniose cutidnea sé & possivel
mediante o achado dos parasitos. Na maioria das vezes, as alteragdes histopatolégicas
580 sugestivas do diagnéstico. Assim, 0s insumos ora produzidos poderao aumentar a
sensibilidade da técnica, disponibilizande para os patologistas e servigos laboratoriais
ferramentas que possam auxiliar no diagnostico desta grave doenga.

Entre as perspectivas de estudos a serem conduzidos para implementar a
metodologia e 05 insumos desenvolvidos neste trabalho, entendemos que o aumento
da estabilidade dos anticorpes policlonais e a aplicagio de sistemas de revelagéo
cam polimeres, em substituicdo ao complexo estreptavidina-bictina, s50 os de maior
relevancia. Como cpgdes para o aumento da estabilidade, podem ger avaliados os
processas de liofilizacde dos anlicorpos policlonaiz e a ulilizagio de agentes
conservantes antibacteriangs e sclugdes protéicas, como azida sédica a 0,1% e
albumina bovina 0,1%. No sistema de revelagdo, pode ser avaliada a aplicago de
polimeros pelo método direto (EPOS &) e indireto (ENVISION® e PICTURE®). Estes
sistemas s@o constituidos por macromoléculas, principalmente dextranc, onde sao
conjugadas grandes quantidades de anticorpos secundérics (método indirsto) e
moléculas propiciadoras de visualizagido (marcadores), como a peroxidase & a HRP
(horseradish peroxidase). Estes métodos oferecem como vantagem a grande ampliagao
da Imagem devida a elevada concentragdco de anticorpos & marcadores em sitios
especificos. Todavia, apresentam como desvantagem ¢ elevado custo.

As acdes de controle da leishmaniose tegumentar americana devem ser alvo de
uma programagdao continua, que tenham como objetivo o diagndstico do doente. Para
isto torna-se necessario ¢ forneciments de insumes para o diagnéstico complementar,
alem da investigagao de focos com adequado registro de sua ocorréncia, orientacao
terapéutica padronizada e adogéo de medidas profilaticas pertinentes. Neste sentido o
presents trabalho traz a contribuigdo & disponibilizacio de mais uma ferramenta

diagnostica para LTA a ser usada no sistema de sadde piblica.
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7 CCNCLUSOES

1. Os antigenos sollveis e insoliveis produzidos a partir de culturas de L. (V)
braziiensis & L. {L.) amazonensis apresentaram antigenicidade capaz de sensibilizar os
coelhos & produzir soros hiperimunegs. Os antigenos insollveis, de ambas as espécies,

apresentaram maior imunogenicidade que os soliiveis.

2. Os anticorpos polictonais contra L. (V) brazitiensis e L. (L) amazonensis,
produzides e purificados segundo o procedimento descrito, apresentaram sensibilidade,
especificidade e estabilidade adequadas para ulilizagGo em ICQ/IHQ. Os anticorpos
policlonais com maior grau de purificacio (cromatografia em coluna de SEPHADEX®)
apresentaram malar imunorreatividade nas preparagdes [CQfIHQ.

3. As condigdes de fixacdo (secagem ao ar 10 minutos e etancl a 95 %), tipos de
laminas {simples), diluicae(1/100) & anticorpos policlonais purificados, estabelecidos

neste trabalho atendem aos requisitos técnicos das metodologias de ICQ/HG.

4. As metodelogias de ICQ/AHQ foram capazes de demonstrar, em amostras de
culturas /o vitro, infecgdes experimentais em animais e em les@es suspeitas de LTA em
humanos, a presenga de formas promastigotas, amastigotas e antigenos de

L eishmania.

5. 0O sistema diagnostice, composto pelos anticorpos policlonais e o complexo avidina
— biotina madificade {Ultra Streptavidin®) apresentou especificidade de 100% frente aos
microorganismos testados ndo pertencentes & familia Trypanosomatidae, ordem

Kinetoplastida.

6. O metodo diagndstice desenvelvido neste trabalho, baseade em ICQ/IHQ, oferece
parametros adicionais para auxiliar na identificacio etiologica da Leishmaniose
Tegumentar Americana, sendo de facil execucéo & interpretacio, podendo ser utilizado

em servigcos do sistema pablico de sallde.
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ANEXOS

ANEXO 1 — PROTOCOLO PARA OBTENCAQ DE ANTIGENOS SOLUVEL E
INSOLUVEL

1. Chter, a partir de cepas de referéncia, garrafa de Roux rica em Leishmania;
2. Filtrar o conteddo da garrafa, em gaze, para tubo de centrifuga com soro fisioldgico a
0,9%;
3. Centrifugar o material a 2500 rpm, a 4°C, por 15 minutos,
. Desprezar o sobrenadante e adicionar soro fisioldgico a 0,3%,;

. Centrifugar o material a 2500 rpm, a 4°C, por 15 minutos;

4
5
8. Desprezar o sobrenadante e adicionar sclugao tampéo PBS — pH 7 .2;
7. Centrifugar o material a 3500 rpm, a 4°C, por 30 minutos,

8. Desprezar ¢ sobrenadante e adicionar sclug@o tampao PBS — pH 7.2;

8. Cangelar a -20°C;

10. Descongelar e ¢entrifugar a 2500 rpm, a 4°C, por 15 minutos,

11. Desprezar o sehrenadante e adictonar agua destilada em volume igual a metade do
sedimento;

12. Congelar em nitrogénio liquido por 5 minutos;

13. Descongelar imediatamente a 37°C;

14. Repetir os itens 12 e 13 por 5 vezas,

15. Submeter o antigeno ao ultra-som {80 ciclos per minuto), efetuando 5 séries de 30
segundos com intervalos de um minute em banho de gelo;

18. Centrifugar o antigeno a 13000 rpm, a 4°C, por 30 minutos;

17. Recuperar no sobrenadante o antigeno solivel e no sedimento o antigens insollvel,
18. Filtrar o antigeno soldvel em milipore;

18. Aliquotar e armazenar os antigenos em tubos plasticos a — V0°C.
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ANEXO 2 - PROTOCOLO PARA ENZIMAIMUNOENSAIO (ELISA)

ENZIMAIMUNOENSAIO:

1. Sensibilizagdo da placa com antigeno solivel (“over night * a 4°C, 250 ng/100
ul/cavidade em tampao carbonato 0,05 M));

2. Lavar e secar (2 vezes) com solucio de lavagem:;

3. Bloguear a placa com sclugdo de caseina a 2% (100 ulf cavidade, 1 hora a 37°C);

4. Lavar e secar {2 vezes) com sclugic de lavagem;

5. Adicionar 100 ulfcavidade das amostras e controles diluidos em tampao de
incubagao (1 hora a 37°C);

6. Lavar e secar (6 vezes) com solugdo de lavagem;

7. Adicionar conjugado enzimatico anti-lgG de coelho peroxidase {(Sigma A-6154),
diluido /1000 {100 pL/cavidade, 1 hora a 37°C);

8. Lavar e secar (§ vezes) com solugdo de lavagem;

9. Adicionar substrato e cromogeno (100 pl/cavidade, 15 minutos na auséncia de luz e
temperatura ambiente - 24°C);

10. Acrescentar solugao de parada — Ha50, a 5% (50 pl/cavidade)

11. Determinar a absarbancia em 492 nm.

SOLUCOES:

TAMPAO CARBONATO 0,05 M: 1,59 g NaCO;
293gNaH CO;
H-O destiladagsp 1L
pH 9.6

SOLUCAD DE LAVAGEM: 9,0 g NaCl
0,5 mL Tween 20
H:O destilada gsp 1L



SOLUCAD TAMPAQ PBS 0,05 M COM 0,15 M NACEL — PH 7. 4:

Solugdo A Solugio B
7,19 Naz:HPO, 1.4 g NaMzPO,
88g NaCl 1.8g NaCl

H;0 destiladagsp 1L HzO destilada gsp 1L
{Ajustar o pH adicionando a solucio B na solugio A);

SQOLUCAQ DE BLOQUEIO (CASEINA 2 %): 2,0 g caseina

100 mL tampao FBS 0,05 M

{Congelary;

TAMPAQ DE INCUBAGCAO: 25 mL caseina a 2%
200 mL tampéo PES 0,05 M
0,05 % Tween 20
(Congelan;

TAMPAQ CITRATO pH 5,0: 7.10 g NaHPQ,
5,19 g Acido cltrico {CeHaQ7)
H-0 destilada gqsp 1 L

SUBSTRATQ: 2 mg de OPD
10 mL de tampao citrato pH 5,0
2 uL de Hz0: no momento do uso;

SOLUCAD DE PARADA DE REACAOD: 1 mL H.80,

19 mL H;0O destilada
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ANEXQ 3 — PROTOCOLO PARA TRATAMENTC DE SOROS HIPERIMUNES -
EXTRACAO DE IMUNOGLOBULINAS (IgQ). {Protocclo modificade da Amersham
Biosciences - Antibody Purification Handbook, 2002, segundo MCKINNEY &
PARKINSON, 1887)

1. Obter soros hiperimunes em aliquotas de 20 ml;

2. Centrifugar a 10.000 rpm, por 15 minutos, em centrifuga refrigerada a 4°C;

3. Transferir o sobrenadante para béquer e alcalinizar com 2 mL {proporgio 1:10) de
tamp&o Tris-HCI 1M, pH 8,0;

4. Adictonar lentamente 20 a 30 mL de solugao saturada de sulfato de aménic, a 4°C
{banho de gelo}, sob leve agitagio, até a solugao tornar-se esbranquicada;

5. Manter em geladeira a 4°C, sob leve agitacio, por 18 horas;

6. Centrifugar a solugio a 10.000 rpm, por 20 minutos, a 4°C;

/. Desprezar o sobrenadante e lavar o precipitade {2 vezes), com igual volume de
solugcho saturada de sulfato de amdnio. Centrifugar a solucdo a 10.000 rpm, por 20
minutos, a 4°C;

8. Dissolver o precipitado em 20 mL de tampZfio PBS 0,05 M, pH 7,4,

8. Dializar a solugao em tampdo PBS 0,05 M, pH 7 4, utilizando membrana de celulose
previamente fervida, para remogdo do sulfato de amdnio. Realizar a dialise em
geladeira, a 4°C, sob leve agitagao durante 48 horas em frascos erlenmeyer de 1 litro.
Substituir 0 tampdoc a cada hora durante as trés primeiras horas e postericrmente a
cada 12 horas;

10. Apos a dialise, fracionar a solugdo contendo as imuncglobutinas (IgG) em aliguotas
e congelar {-20°C ou -80°C);
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ANEXQO 4 - PROTOCOLO PARA PURIFICACAQ DE IMUNOGLOBULINAS

PREPARGC DA COLUNA

1. Preparar coluna com resina de G — sepharose (Sephadex® G-50), reidratando 0.5 g
de resina com 7 mL de H»0 destilada.

2. Montar a resina na coluna e iavar com 30 mL de HxO destilada. Equilibrar a resina
com 30 mbL de tampéo Tris 50 mM pH 7.0

PROCEDIMENTO CROMATOGRAFICO

1. Adicionar a uma aliquota de 4 mL de solugido contendo imunoglobulinas igual
volume de tampao Tris 100 mM pH 7.0. Filtrar a solugdo em milipore (0.4 a 0,8 pm) em
banho de gelo (4°C);

2. Incubar a solugho em coluna de G - sepharose (pre equilibrada), over night, em
geladeira 2 4°C;

3. Lavar a resina com 100 mL de tampdo Tris 50 mM pH 7.0,

4. Eluir as fragdes IgG purificadas ¢com sclugdo de glicina 0,1 M pH 2.5 (preparar antes
do uso),

5. Nos tubos utilizados para a coleta de fragbes, adicionar previamente 100 plL de
solugdo Tris 1 M pH 2.0 (neutralizacac de pH);

6. Leilura da absorbancia em Aggp para determinagao da concentragao de protelnas
(laG);

7. Dializar as fragdes contendo IgG, uliizando membrana de celulose previamente
fervida, em 1 litro de tampao PBS 0,05 M pH 7,4 com trés subtituicbes do tampdo (2
horas, 12 horas € 2 horas).
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ANEXQ 5 - CONDIGOES DA REACAQ EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR),
UTILIZANDO OS INICIADORES b1 E b2

CARACTERISTICA s
Produto PCR 103pb
Feagaa Mix
Tampdo PCR 10x 10 mM Tris-HCI {pH 8,3); 50 mM KCI
dNTP {cada) 0,2 mM
MgCl, 1.5 mM
tniciador 50 pmol
Tag polimerase 06U
Siioe —
Desnaturagao inicial 953°C por 5 minutos
Desnaturacao 85°C por 30 segundos
Anelamento 70°C por 80 segundos
Extensao 72°C por 90 segundos
N® de ciclos 35
Extensao final 72°C por 10 minutos

FONTE : PEREIRA (2005)
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ANEXO 8 - PROTOCOLO PARA  PREPARACOES IMUNCCITOQUIMICAS
IMUNOHISTOQUIMICAS

1. Desparafinar e hidratar a secio de tecido (IHQ) através de xileno e série de dlcoois
graduados. As amostras para ICQ devem ser hidratadas por 5 minutos com tampéo
FBS 0,05 M pH 7.4, em temperatura ambiente (24°C); -

2. Enxaguar por 5 minutos em Agua destilada;

3. Secar cuidadosamente as laminas ao redor do tecide. Para extingdo da atividade da
peroxidase endégena, adicionar 100 pl {suficiente para cobrir o tecido) de perdxide de
hidregénio 3% wvfv em metanol & incubar por 5 minutos em temperatura ambiente
{24°C)Y,

4. Lavar 3 vezes com tampic PBS 0,05 M pH 7 4;

2. Retirar o excesso de tampao, secar cuidadosamente as laminas em forno do corte,
adictionar 100 pL de soro normal anti-horseradish peroxidase-MRP e incubar por 5
minutcs em temperatura ambiente (24°C);

6. Nao enxaguar. Retirar ¢ excesso de soro. Secar cuidadosamente as laminas. Para
cada amostra e controles adicionar 100 pL {suficiente para caobrir o tecido} do anticorpo
primaria. Incubar por 20 minutos em temperatura ambiente (24°C);

7. L.avar 3 vezes com tampdo PBS 0,05 M pH 7.4;

8. Retirar 0 excesso de tampao, secar cuidadosamente as laminas em torno do corle,
adicionar 100 ulL (suficiente para cobrir o tecido) do anticorpo de ligacio bictinilado -
anticoglho. Incubar por 20 minutos em temperatura ambiente (24°C):

9. Lavar 3 vezes com tampdo PBS 0,05 M pH 7.4,

10. Retirar 0 excesso de tampao, secar cuidadosaments as [dminas em tomo do corte,
adicionar 100 ulL {suficiente para cobrir o tecido) do reagente de marcagéo {complexo
peroxidase-estreptavidina). Incubar por 20 minutos em temperatura ambiente {24°C).
Durante a incubagio preparar a solugdo de substrato — DAB);

11. Lavar 3 vezes com tampdo PBS 0,05 M pH 7.4;

12. Retirar 0 excesso de tampdio, secar cuidadosamente as 1aminas em torno do corte,
adicionar 100 L (suficiente para cobrir o tecido} do substrate — DAB. Incubar por 5

minutos em temperatura ambiente {(24°C);
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13. Lavar bem com agua destilada, mergulhar as [aminas em dgua destilada e incubar
por 1 minuto;
14. Contracorar com hematexilina e montar lAminas permanentes com balsamo do

Canada ou similar.
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