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RESUMO

As Leishmanioses correspondem a um espectro clinico de doengas tanto no homem como
como no cao variando das formas tegumentares localizadas até as formas viscerais
(sistémicas). Entretanto € uma doenca de carater cronico causada por protozoarios do
género Leishmania. A técnica de imuno-histoquimica (IHQ) € um dos métodos de
diagnostico baseada na visualizagdo de formas amastigotas de Leishmania nos tecidos,
Tafuri et. al (2004) descreveram uma técnica alternativa de IHQ utilizando, como anticorpo
primario, soro hiperimune de cado naturalmente infectado com Leishmania infantum. Essa
técnica mostrou-se efetiva na detecgcao de formas amastigotas de Leishmania nos
diversos tecidos de cdes com leishmaniose visceral e no homem com as diferentes formas
de Leishmaniose Tegumentar. Nesse trabalho padronizamos uma outra técnica de IHQ
utilizando soro de coelho experimentalmente sensibilizado pelo antigeno HSP70
(antigeno ribossomal de Leishmania) como anticorpo primario. O objetivo foi de comparar
com a técnica de Tafuri et al. (2004), Cortes histolégicos em duplicata foram analisados
de acordo com as duas técnicas de IHQ aplicadas. Observou-se uma correlagéo absoluta
na classificacdo de reatividade das formas amastigotas, tanto quando se utilizou soro
hiperimune de cao naturalmente infectado ou soro de coelho sensibilizado com HSP70.
Para essa andlise semi-quatitativa da reacgéao, foi estabelecido um escore baseado no
numero de campos com amastigotas imunorreativas: grau 1 (0 — 15 campos), grau 2 (15
a 30 campos) e grau 3 (> que 30 campos). Apds analise histoldgica os resultados foram
de vinte cortes histolégicos (68,9%) para o grau 1; de um corte histolégico (3,5%) para o
grau 2 e oito cortes histologicos (27,6%) para o grau 3. Um estudo quantitativo foi
realizado por microscopia Optica e analises morfomeétricas utilizando o sistema KS300 da
Zeiss (Carl Zeiss®, Germany). Vinte e cinco imagens foram aleatoriamente capturadas e
utilizadas para a contagem de amastigotas imunorreativas. O software Prism 5.0 foi
utilizado para a analise dos dados. Nao houve diferenga estatistica entre os testes de IHQ
(P<0,05). Portanto os resultados demonstraram que € possivel obter imunomarcacao de
formas amastigotas de acordo com o teste de IHQ a partir da utilizacao de soro de coelho
sensibilizado com o antigeno HSP70. Melhorias na técnica para a redugao de background
ainda devem ser realizadas. A utilizagdo da produgédo de anticorpo primario de coelho

pode permitir maior acuracia no processo diagnostico da IHQ.

Palavras chave: Imuno-histoquimica. HSP70. Diagnéstico.



ABSTRACT

Leishmaniasis corresponds to a group of infectoparasitary diseases caused by
protozoa of the Leishmania species. Developed by Tafuri, et. al (2004), the alternative
technique of Immunohistochemistry (IHQ) which uses hyperimmune serum to
Leishmania infantum in naturally infected dogs as primary antibody showed to be
effective for the detection of amastigote forms of Visceral Leishmaniasis (VL) and
American Cutaneous Leishmaniasis (ACL). Three of the most common species in the
state of Minas Gerais, L. infantum, L.(V.)amazonensis and L.(V.) braziliensis had the
proteomic characterization of their antigens to determine theirimmunogenic reactivities
to the dog hyperimmune serum. In this study we describe the standardization of a new
IHQ protocol using rabbit serum sensitized by the antigen HSP70 as primary antibody
aiming at the comparison and enhancement of the technique in order to improve the
diagnosis in dogs infected by Leishmania spp. Duplicate histological sections were
analyzed according to the two applied techniques of IHQ. A 100% correlation was
obtained in the classification of reative amastigote forms, both when using
hyperimmune serum from naturally infected dogs or rabbit serum sensitized by the
antigen HSP70. For that semiquantitative analysis of the reaction a score was
established based on the number of fields with immunolabeled amastigotes, ranging
from 1 (0 -15 fields), 2 (15-30 fields) to 3 (> 30 fields) according to the infection level
and the results were: 1) twenty (68,9%) histological sections; 2) one (3,5%) histological
sections and 3) eight (27,6%) histological sections. Quantitative study was carried out
by optical microscopy and morphometrical analysis. Twenty five images were
randomly chosen and used to count immunolabeled amastigotes. The images were
analyzed by software, viewed on a computer video screen and sent to a computer-
assisted image analysis system KS300 (Carl Zeiss®, Germany). The program Prism
5.0 was used for the analyses. There was no statistical difference between IHQ tests
(P<0,05). Thereby the results demonstrated that it was possible to obtain the labeling
of amastigote forms through this IHQ test made from the rabbit serum sensitized by
the antigen HSP70. Improvements in technique for background reduction have yet to
be performed. The use of the primary rabbit antibody production could allow for the
creation of a better IHQ diagnosis process.

Keywords: Immunohistochemistry. HSP70. Diagnosis.
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1. INTRODUGCAO
1.1 LEISHMANIA E LEISHMANIOSES

As leishmanioses correspondem a um grupo de doengas infectoparasitarias
causadas por parasitos protozoarios pertencentes a mais de vinte tipos de espécies
do género Leishmania (Kinetoplastida: Trypanosomatidae). Possuem grande
importancia no contexto médico e médico veterinario e sao transmitidas ao homem e
outros mamiferos através do repasto sanguineo de fémeas de flebotomineos
infectados, que sdo seus vetores (DANTAS-TORRES, 2006; MINISTERIO DA
SAUDE, 2014; ROSS, 1903).

O parasito possui carater digenético e possui ciclo de vida intracelular e sua
transmissao tem inicio quando a fémea do flebotominio infectado realiza o repasto
sanguineo no hospedeiro vertebrado havendo o depodsito na derme de formas
promastigotas metaciclicas flageladas infectantes que sdo posteriormente fagocitadas
pelo sistema fagocitico mononuclear (SFM), especialmente os macrofagos, atraidos
devido a reacao inflamatdria local. No interior dessas células ocorre nova conformagéo
para formas amastigotas desprovidas de flagelo, seguida de divisdo binaria e
subsequente ruptura da célula hospedeira permitindo a infecgcdo de outras células
mononucleares presentes no local. A conclusdo do ciclo ocorre quando um novo
repasto sanguineo é realizado, permitindo ingestao de formas amastigotas do parasito
existentes no citoplasma de células do SFM e em componentes do repasto sanguineo
presentes na derme do hospedeiro infectado. No intestino do hospedeiro invertebrado
as formas amastigotas sofrem nova conformac&o para as formas promastigotas
(BATES, 2007; DANTAS-TORRES, 2006; NEUBER, 2008).

Reconhecida como uma das mais negligenciadas doencgas tropicais do mundo,
acomete atualmente mais de doze milhées de pessoas e estima-se o surgimento de
pelo menos dois milhdes de novos casos e de 20.000 mortes a cada ano (WORLD
HEALTH ASSEMBLY, 2007). E considerada endémica em 98 paises e em trés
territorios e pelo menos 350 milhdes de individuos estdo sob o risco de infegéo
(ALVAR et al.,, 2012; WORLD HEALTH ASSEMBLY, 2007; WORLD HEALTH
ORGANIZATION (WHO), 2016).



Existem quatro principais manifestagdes clinicas da doenga: Leishmaniose
Visceral (LV), também conhecida como Calazar, Leishmaniose Dérmica Pos Calazar
(LDPC), Leishmaniose Cutédnea (LC) e Leishmaniose Muco Cutanea (LMC)
(GRAMICCIA; GRADONI, 2005; WORLD HEALTH ORGANIZATION (WHO), 2016).
As formas cuténeas s&o as de maior incidéncia ao ponto que a LV é a forma mais
grave e quase sempre fatal quando nao tratada (WORLD HEALTH ORGANIZATION
(WHO), 2016). De acordo com o numero de casos reportados até 2013, vinte e cinco
paises se destacaram pelas altas taxas de prevaléncia da doenca, quatorze
representando a LV e doze a LC (WORLD HEALTH ORGANIZATION (WHO), 2016).
O Brasil foi o unico pais pertencente a ambos os grupos, com ampla distribuicdo
territorial das duas formas da doenca, representadas principalmente pelas espécies
Leishmania (Viannia) braziliensis e L.(V.) amazonensis na Leishmaniose Tegumentar
Americana (LTA) e pela L.(Leishmania) infantum na forma visceral (BRASIL.
MINISTERIO DA SAUDE., 2013; MINISTERIO DA SAUDE, 2014). Nas Américas, o
Brasil destaca-se por apresentar 90% dos casos de LV (MINISTERIO DA SAUDE,
2014; WORLD HEALTH ORGANIZATION (WHO), 2016).

Além do homem, varios outros mamiferos (Edentata, Carnivora, Hyracoidea,
Rodentia, Primates, Marsupialia, and Peris-sodactyla) s&o descritos como
hospedeiros vertebrados das espécies de Leishmania spp. que possui carater
antropozoonético ou zoondtico de acordo com reservatorio natural do parasito
(GRAMICCIA; GRADONI, 2005). Os céaes (Canis familiaris) sdo reconhecidos como
reservatorios domeésticos de LV em areas urbanas e peri-urbanas, com importancia
no ciclo epidemioldgico evidenciada por relatos de que epidemias nesses animais
precedem o surgimento de novos casos humanos em areas endémicas (ABBEHUSEN
et al., 2017; MAIA-ELKHOURY et al., 2008). Estudos demonstraram a existéncia de
caes naturalmente infectados por L. (V.) braziliensis e L.(V.) amazonensis destacando
a importancia desses animais na manutencédo da LTA em focos domésticos e peri-
domeésticos, com possibilidade de co-infecgao das formas tegumentares e viscerais
(AGUILAR et al., 1989; CASTRO et al., 2007; MADEIRA et al., 2006; REITHINGER et
al., 2000; RYAN et al., 2003; TOLEZANO et al., 2007).



1.2 LEISHMANIOSE VISCERAL

1.2.3 DIAGNOSTICO

Uma das estratégias do controle epidemiologico atualmente empregadas em
regides endémicas para Leishmaniose Visceral Canina (LVC) € o diagndstico e a
deteccdo de cdes naturalmente infectados (Alves et al., 2013; Ministério da Saude,
2014). A abordagem clinicopatologica completa € necessaria e baseia-se em na
associagdo de testes validados, tais como o0s hematologicos, bioquimicos,
imunologicos, reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) e ensaio de
imunoadsorgdo enzimatica (ELISA); moleculares, como a reagdo em cadeia da
polimerase em tempo real (QPCR) e parasitolégicos para pesquisa direta de formas
amastigotas, como a citologia de aspirados de medula 6ssea e linfonodos, analise
histopatolégica de tecidos e Imunohistoquimica (IHQ) (Solano-Gallego et al, 2009;
Solano-Gallego et al, 2011). Em especial, destaca-se a IHQ, pois se apresenta como
padrdo ouro no diagndstico parasitolégico por possuir alta sensibilidade e
especificidade na visualizagdo de formas amastigotas de Leishmania spp. (LUNEDO
et al., 2012).

1.3. IMUNO-HISTOQUIMICA (IHQ)

A IHQ é um método usado para determinar a expressao de biomarcadores nos
tecidos, permitindo a analise diagndstica em que se utilizam anticorpos como
reagentes especificos com o potencial de identificar e estabelecer ligagdo com
constituintes antigénicos presentes em fragmentos de tecidos pela formac&o dos
complexos antigeno-anticorpo. E uma técnica amplamente utilizada na area da
anatomia patoldégica com suas principais aplicagdes nos estudos de neoplasias,
doengas infecciosas e doengas degenerativas PETERSEN; et al., 2013;
TORLAKOQVIC et al., 2010).

No processo de execugdo da técnica, devem-se seguir protocolos rigorosos
pré-estabelecidos, de acordo com o tipo de anticorpo utilizado, assim como o tipo do
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fragmento de tecido. Essas padronizagbes devem ocorrer para que o teste de IHQ
suceda de maneira eficaz a cada vez em que a técnica for replicada. Para isso alguns
critérios devem ser respeitados. Os antigenos devem permanecer insoluveis,
disponiveis no fragmento de tecido no decorrer da técnica, preservando suas
caracteristicas que serédo reconhecidas pelo anticorpo, assim em alguns casos, faz-
se necessaria a aplicagdo métodos de recuperagao antigénica. Deve haver marcagéo
especifica pelo anticorpo primario (marcagéo especifica) evitando-se a marcagao de
outros componentes presentes na amostra (marcacéo inespecifica). Visa-se portanto
uma imunomarcagao estavel, com intensidade suficiente para expressar a presenca
do antigeno que se deseja avaliar (LIN; CHEN, 2014; TORLAKOVIC et al., 2010). A
imunomarcacéao pode ocorrer através dos métodos diretos e indiretos (FERRO, 2013).

1.3.1. Métodos diretos

Neste método aplica-se somente um anticorpo primario que se liga diretamente
ao antigeno. O anticorpo primario possui um marcador que evidencia a reacdo. E
caracterizado por ser menos dispendioso e rapido. Todavia ha menor ampliacdo de
sinal do imunocomplexo, uma vez que somente uma molécula de marcador por
antigeno é evidenciada (FERRO, 2013; PETERSEN; et al., 2013).

1.3.2. Métodos indiretos
1.3.2.1 Simples

Nese método, utiliza-se a associagdo do anticorpo secundario conjugado com
um marcador ao anticorpo primariondo conjugado. O anticorpo primario se liga
diretamente ao antigeno no fragmento de tecido. Aplica-se o anticorpo secundario que
se ligara as imunoglobulinas da espécie animal em que foi produzido o anticorpo
primario. No anticorpo secundario desse tipo de reagao existe um sinalizador para
evidenciar o complexo formado (anticorpo conjugado). E mais sensivel do que o
meétodo direto, pois ha maior numero de moléculas de marcador por cada molécula de

antigeno, consequentemente € mais econdmico, entretanto possui tempo de



execugao mais prolongado quando comparado ao meétodo direto (FERRO, 2013;
PETERSEN; et al., 2013.

1.3.2.1 Estreptavidina biotina peroxidase

Essa técnica consiste da incubagao do anticorpo primario para que esse se
ligue ao antigeno no fragmento de tecido. Posteriormente, incuba-se o anticorpo
secundario biotinilado que se ligara as imunoglobulinas da espécie animal em que foi
produzido o anticorpo primario, seguida da aplicagdo da estreptoavidina com
substancia propiciadora da visualizagado da reagdo (HRP). O anticorpo secundario
biotinilado em associagdo com a estreptoavidina, formara o complexo estreptoavidina-
biotina. Esse método € bastante sensivel e util para a deteccdo de pequenas
quantidades de antigeno. Como cada anticorpo secundario pode conjugar até 150
moléculas de biotina, ocorre a ligagao de varios complexos, justificando sua elevada
sensibilidade. A ligagao entre a avidina e a biotina ocorre com avidez devido a ligagdes
quimicas nao covalentes (FERRO, 2013; PETERSEN; et al., 2013).

1.3.3.IHQ na deteccdo de formas amastigotas de protozoarios do género

Leishmania.

Desenvolvido em nosso grupo de pesquisa por Tafuri, et. al (2004), a técnica
alternativa de IHQ (estreptavidina biotina peroxidase) que utiliza soro hiperimune de
cao naturalmente infectado por LVC como anticorpo primario mostrou-se eficaz para
deteccdo de formas amastigotas de LV e LTA (ALVES et al., 2013). A utilizagdo do
anticorpo policlonal na técnica de IHQ permite a diminuicdo do custo, praticidade em
sua produgao e a possibilidade de se trabalhar em altas diluigbes (ALVES et al., 2013;
LIN; CHEN, 2014; RAMOS-VARA, 2002). Na técnica, cortes histologicos sao
desparafinados em Xilol e hidratados em solu¢des decrescentes de alcool (Absoluto
1, Absoluto 2, Alcool 90%, Alcool 80%, Alcool 70% e agua destilada) para posterior
incubacdo em solugcdo para bloqueio de peroxidase [Peroxido de hidrogénio
(H202)30vv a 4% em 0,01M de PBS ph7,2] seguido de incubagdo em banho de leite
(12g de leite em po diluido em 200ml PBS) para bloqueio de sitios inespecificos. Soro
hiperimune de c&o naturalmente infectado por L. infantum é diluido em PBS BSA 0,1%

e utilizado como anticorpo primario. As laminas s&o entdo incubadas em céamara



umida a 4° de 16 a 18 horas. Apos lavagem em PBS (0,01M) as laminas sao incubadas
durante 30 minutos a temperatura ambiente com o anticorpo secundario (Dako LSAB2
System-HRP). Para a revelagao da reacéo utiliza-se 0,05g de diaminobenzidina (DAB)
diluida em 200ml| de PBS juntamente ao peroxido de hidrogénio 40vv a 0,16% durante
cinco minutos. As laminas s&o entdo contracoradas com Hematoxicilina de Harris e
posteriormente desidratadas, diafanizadas e montadas com laminulas (ALVES et al.,
2013; CASTRO et al., 2018; MADEIRA et al., 2016; SILVA et al., 2013; TAFURI et al.,
2004).

De acordo com o potencial dessa técnica de IHQ que € menos dispendiosa
para o diagndsticos das formas tegumentar e visceral da leishmaniose, buscou-se sua
melhor compreensédo, através de um estudo protedmico para a identificacdo dos
antigenos reativos em comum dentre as espécies de Leishmania que permitem que

a técnica funcione em ambas apresentacdes da doenga, (LIMA et al., 2016).

1.3 PROTEOMICA

A proteGmica visa a caracterizar o conjunto de proteinas expressas em um
dado momento, fornecendo informagédo em nivel molecular da variabilidade genética
que é efetivamente expressa do genoma. A atividade das proteinas esta intimamente
relacionada a fungao do gene, uma vez que € o produto final da regulagéo da atividade
génica, complementando os estudos sobre a biologia molecular das células. Dentre
as inovacgdes permitidas pelo estudo das protedmicas, destacam-se a identificacao de
novos alvos terapéuticos, novas moléculas bioativas, imundégenos de vacinas e
especialmente marcadores biologicos que possam ser utilizados para o diagnostico
de doengas (BARBOSA et al., 2012; WILKINS et al., 1996).

Estudos proteébmicos com Leishmania evidenciaram a possibilidade do uso de
sorologia protedbmica como uma abordagem no mapeamento da antigenicidade na
leishmaniose. Trés das espécies mais comuns no estado Minas Gerais, L. infantum,
L.(V.)Jamazonensis e L.(V.) braziliensis passaram por caracterizagdo proteémica de
seus antigenos para determinacdo de suas reatividades imunogénicas ao soro

hiperimune de cdo. Com isso, constatou-se que a proteina de choque térmico 70
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(HSP70) foi reativa simultaneamente para as trés espécies estudadas (COSTA et al.,
2011; LIMA et al., 2016). As proteinas de choque térmico representam antigenos
proeminentes durante o curso de doencas infecciosas causadas por bactérias,
protozoarios, fungos e nematdédeos. Em especial, as HSP70 sio altamente
conservadas na escala evolutiva. Sua utilizagdo em estudos de imunizagdo com
peptideos ou oligossacarideos conjugados com o Mycobacterium tuberculosis
promove uma forte resposta humoral, mesmo na auséncia de adjuvantes (BARRIOS
et al., 1992; KAUFMANN, 1990; ZUGEL; KAUFMANN, 1999).



2. JUTIFICATIVA

O diagnéstico das Leishmanioses € de dificil execug&do, uma vez que ndo existe
nenhum teste com 100% de sensibilidade e especificidade. Dessa forma, visa-se a
associagao de diversos métodos, como sorolégicos, moleculares e parasitologicos,
possibilitando o diagnostico. Dentre todos métodos diagndsticos empregados nas
diversas apresentagdes da doencga, a deteccdo parasitoldgica fornece o diagnostico

de certeza da infecgdo, a partir da visualizagdo de formas amastigotas nos tecidos.

Trabalhos prévios demonstraram as relacdes de sensibilidade e especificidade
do diagnostico parasitologico para a detecgédo de formas amastigotas de Leishmania
spp. pela técnica alternativa de IHQ descrita por Tafuri et al. (2004), em fragmentos
de pele de céo fixados em formalina e incluidos em parafina. Foi evidenciada
correlagao positiva entre a IHQ e a reagdo em cadeia da polimerase (PCR) sem que
houvesse diferenga estatistica entre as técnicas, sendo ainda demonstrada a
correlagao positiva entre a IHQ e o xenodiagnostico (AMORIM et al., 2011; XAVIER
et al., 2006). Quando testada na LTA, a IHQ segundo Tafuri et al. (2004), demonstrou
alta sensibilidade quando comparada com a pesquisa de formas amastigotas
utilizando-se a técnica de IHQ com anticorpo monoclonal anti - Lipofosfoglicano (anti-
LPG) (ALVES et al., 2013).

Diante do seu alto potencial para o diagnostico de formas amastigotas de
Leishmania spp. a técnica alternativa de IHQ segundo Tafuri et al. (2004) apresenta-
se como uma boa ferramenta diagndstica. Foi identificado que utilizando o soro de
cao naturalmente infectado com L. infantum e extrato protéico das trés das espécies
mais relevantes no Brasil, L. infantum, L.(V.)amazonensis e L.(V.) braziliensis, que a
proteina HSP70 € um antigeno com reatividade compartilhada entre as espécies.
Esse achado possibilitou uma maior compreensao da técnica e fornece um apossivel
justificativa do funcionamento da IHQ tanto na apresentagédo visceral, como na
tegumentar da doenca, gerando um potencial de melhoria na técnica, podendo se

tornar ainda mais sensivel e/ou especifica.

A utilizagao do soro hiperimune de cao como anticorpo primario fez com que a
técnica de IHQ se tornasse menos dispendiosa. Entretanto, a necessidade de um cao

naturalmente infectado por L. infantum para obtenc&o do soro hiperimune € um fator
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que limita sua replicabilizade. Nesse cenario, a utilizacdo de outra espécie, que
permita melhor manejo laboratorial “in house”, sensibilizada de forma mais especifica
para a produgao do anticorpo primario poderia ser de grande valor na otimizagao e
viabilidade do teste de IHQ como um kit diagndstico comercial e amplamente
difundido.

Portanto, o que propomos é a otimizagao da técnica de IHQ segunto Tafuri, et
al. (2004), a partir da sensibilizagdo de coelho saudavel com a HSP70 para a produgéo
de soro sensibilizado e consequente anticorpo primario para sua utilizacdo na técnica
de IHQ. Desta forma, esse trabalho se justifica pela aplicacdo dos estudos
protedmicos em teste diagndstico parasitologico para detecgéo de formas amastigotas
de Leishmania infantum utilizando-se um antigeno mais especifico possibilitando

maiores sensibilidade e/ou especificidade ao teste.



3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Desenvolver uma nova técnica de IH! Para diagnéstico das leishmanioses.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Produzir soro de coelho sensibilizado a HSP70 recombinante de Leishmania

2) Padronizar a técnica de IHQ utilizando o soro de coelho sensibilizado a
HSP70 como anticorpo primario

3) Comparar a técnica de IHQ padronizada com a IHQ segundo Tafuri et al.
(2004).
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. PRODUGAO DO ANTICORPO POLICLONAL ANTI-HSP70

O presente trabalho possui aprovacéo pelo Comité de Etica no Uso de Animais
(CEUA) de Minas Gerais, protocolo n° 98/2012.

Em parceria com o Laboratério de Leishmanioses do Departamento de
Parasitologia, ICB/UFMG, coordenado pela Professora Hélida Monteiro de Andrade,
obteve-se a proteina HSP70 recombinante de Leishmania (rHSP70L), purificada e
liofilizada que foi utilizada como antigeno para a produgao de soro com o anticorpo
policlonal anti-HSP70. Para isso, optou-se pelo uso de coelhos (Oryctolagus
cuniculus), raga Nova Zelandia, que possibilita a producao de até 100ml de soro. Esse
soro total funcionara como o anticorpo primario, compativel com o anticorpo
secundario utilizado na reagdo de imuno-histoquimica para diagnéstico de formas
amastigotas de Leishmania. O animal é caracterizado por ser doécil, favorecendo o
manejo e seu manuseio. A escolha do coelho esta de acordo com estudos prévios
realizados por nosso grupo de pesquisa, que preconiza sua utilizagédo a partir de 12
semanas de vida. Obteve-se um coelho, adulto, fémea, da fazenda experimental Hélio
Barbosa/UFMG com 10 semanas de vida que foi alocado no biotério do Departamento
de Patologia Geral da UFMG onde passou por quarentena de 15 dias, com dieta
restrita a agua potavel e racao esterilizada.

Um protocolo de trés sensibilizagdes em intervalos de quinze dias foi
previamente estabelecido e com o auxilio de dois técnicos treinados, o animal de

experimentacéo (coelho) foi imobilizado em decubito esternal para sua manipulagao.

4.1.1. COLETA DE SANGUE

Antes da sensibilizagao do animal foi feita antissepsia com alcool 70% da orelha
esquerda e coletou-se 3,0 ml de sangue através de pungao venosa auricular com o
auxilio de uma seringa descartavel estéril de 5¢cc com agulha descartavel estéril de
calibre 21G1 (0.80 mm x 25 mm) da marca BD®. Apds a coleta, o sangue foi
armazenado em tubo para coleta de soro e encaminhado para o Laboratério de
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Leishmanioses do Departamento de Parasitologia, ICB/UFMG. Apds coagulagéo a
37°C, a amostra foi centrifugada a 10.000rpm durante 10 minutos a 4°C para obtencgéo

do soro e seu posterior congelamento a -20°C.

4.1.2 IMUNIZAGAO DO COELHO

No tempo zezo (TO) preparou-se a solugdo com 200ug do antigeno HSP70
(800pg de antigeno liofilizado em 2ml de PBS 0,15 M pH7,4) em 0,5ml somada de
0,5ml do adjuvante completo de Freund da marca Laborclin® (suspensdo de
Mycobacterium tuberculosis em 6leo mineral e um agente emulsionante), totalizando
1,0ml, que foi aplicada por via subcutanea, fracionada em 3 regides do dorso do
animal. A utilizacdo de adjuvantes permite que menores quantidades de antigeno
sejam utilizadas, prolongando e intensificando a resposta a produc¢ao de anticorpos
(FERRO, 2013). Quinze dias apos o TO foi realizada nova coleta sanguinea de 3ml
seguida da segunda imunizagéo, diferindo da primeira por utilizar-se 0,5ml de
adjuvante incompleto de Freund da marca Laborclin® (similar ao adjuvante completo,
sem a adi¢cdo do M. tuberculosis) somada a 0,5ml da solugdo do antigeno HSP70,
totalizando 1,0ml aplicado por via subcuténea, fracionada em 3 regides do dorso do
animal. Quinze dias apds o T1 foi realizada nova coleta sanguinea de 3ml seguida da
aplicacao da terceira imunizagao — 0,5 ml da solugdo do antigeno HSP70 com 0,5ml|
de adjuvante incompleto de Freund, totalizando 1,0ml aplicado por via subcuténea,
fracionada em 3 regides do dorso do animal. Quinze dias apos o T2 foi realizada nova

coleta sanguinea.

41.3 ELISA

No Laboratorio de Leishmanioses do Departamento de Parasitologia,
ICB/UFMG foi realizada titulacdo de todas as amostras dos soros obtidos em TO0, T1,
T2 e T3 através da técnica de ELISA por sensibilizacdo das placas com 0,5 pg/mL da
rHSP70L dissolvida em Tamp&o Bicarbonato pH 9,6. Utilizou-se na técnica o
conjugado anti-imunoglobulinas de coelho com peroxidase (Life Technologies —
numero de catalogo A10547). As placas tiveram sua leitura realizada a 492nm em

aparelho espectrofotdmetro de leitura Multiskan Go (Thermo Scientific).
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Apods o resultado obtido na titulagao foi realizada a coleta do volume de 20ml
de sangue, através de puncéo intracardiaca, o qual foi imediatamente centrifugado
para separagao do soro que foi congelado a -20,0° para futura utilizagdo na técnica
de IHQ.

4.2 PADRONIZAGAO DA TECNICA DE IMUNO-HISTOQUIMICA (IHQ)
COM SORO SENSIBILIZADO COM HSP70

4.2.1 SELEGAO DA AMOSTRA CONTENDO FORMAS AMASTIGOTAS DE

L. infantum

Selecionou-se do acervo do Laboratorio de Patologia das leishmanioses (LPL)
do Departamento de Patologia Geral do Instituto de Ciéncias Bioldgicas (ICB) da
Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), um fragmento de pele de orelha,
emblocado em parafina, de cdo naturalmente infectado por L. infantum com intenso
parasitismo por formas amastigotas, (FIGUEIREDO et al., 2010; SILVA et al., 2013)
de acordo com resultado prévio de IHQ positiva (amostra positiva). Desse fragmento
obtiveram-se 18 cortes de quatro micras, confeccionados a partir de um micrétomo
semiautomatico (Zeiss modelo CUT5062), em 18 l&minas histologicas gelatinizadas
(a gelatina especial € utilizada para fornecer maior aderéncia aos cortes de fragmento
de tecido).

4.2.2 DILUIGAO DO ANTICORPO PRIMARIO

Determinou-se inicialmente a utilizacdo de quatro diluicdes do soro de coelho
sensibilizado a HSP70 nas seguintes propor¢des: 1) 1:50; II) 1:100; Il) 1:200 e V)
1:400. Para isso, o soro foi previamente descongelado a temperatura ambiente para
posterior diluigdo em solugédo de 0,01 M de tampéo fostato salino (PBS) pH 7,2 com

0,01% de albumina sérica bovina (BSA), conforme as concentragbes desejadas.
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4.2.3 PROTOCOLOS

Para a padronizacdo da técnica de IHQ utilizando-se o soro de coelho
sensibilizado com HSP70 (IHQ-HSP70) foi determinado o uso protocolo da técnica de
IHQ segundo Tafuri, et. al. (2004), com modificagbes, sendo estabelecidos trés
protocolos distintos. Emprega-se quatro variagdes das concentragdes do soro, em
cada, sendo 1:50; 1:100; 1:200 e 1:400, diluidos em PBS BSA 0,1%, além de controle
positivo da reacéo (utilizando-se soro hiperimune de cdo como anticorpo primario) e

controle negativo da reagéo (substituindo-se o anticorpo primario por PBS 0,01M).
Protocolo 1 (P1):

No P1, substitui-se o anticorpo primario (soro hiperimune de cao naturalmente
infectado por LVC) pelo soro de coelho sensibilizado com HSP70. Utilizaram-se cortes
histolégicos que foram desparafinados em Xilol e hidratadas em solugbes
decrescentes de alcool (Absoluto 1, Absoluto 2, Alcool 90%, Alcool 80%, Alcool 70%
e agua destilada) para posterior incubagdo em solug&o para bloqueio de peroxidase
[Peroxido de hidrogénio (H202)30vww a 4% em 0,01M de PBS ph7,2] seguido de
incubacédo em banho de leite (12g de leite em po diluido em 200ml PBS) para bloqueio
de sitios inespecificos. Soro de coelho sensibilizado com HSP70 diluido em PBS BSA
0,1% foi utilizado como anticorpo primario, em quatro diluicbes. As laminas foram
incubadas em camara umida a 4° de 16 a 18 horas. Apos lavagem em PBS (0,01M)
as laminas foram incubadas durante 30 minutos a temperatura ambiente com o
anticorpo secundario (Dako LSAB2 System-HRP). Para a revelagdo da reacéo
utilizou-se 0,05g de diaminobenzidina (DAB) diluida em 200ml de PBS juntamente ao
peréxido de hidrogénio 40vv a 0,16% durante cinco minutos. As Iaminas foram entao
contracoradas com Hematoxicilina de Harris e posteriormente desidratadas,

diafanizadas e montadas com laminulas.

Protocolo 2 (P2):

No P2 foi realizada recuperagao antigénica/reativagao enzimatica dos epitopos
com a enzima proteinase K (20mg/ml). Apos a hidratagcdo em banhos de alcool, as
l&minas foram adicionadas a solu¢do de protinase K (20ul de proteinase K diluidos em
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200ml de PBS durante 20 minutos. Apos esse processo, deu-se continuidade a IHQ

conforme o P1.

Protocolo 3 (P3):

No P3 foi realizada recuperagéao antigénica/reativagéo por calor dos epitopos
com Tampao Citrato em panela tipo Pascal. Apds a hidratacdo em alcool as laminas
foram imersas e vedadas em cuba com solugdo de Tampéo Citrato pH 6 a 10% e
acondicionadas na panela tipo Pascal. A cuba foi removida da panela Pascal para
resfriamento (vinte minutos a temperatura ambiente). Apos esse processo, deu-se
continuidade a IHQ conforme o P1 (FIGURA 1).
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FIGURA 1: Distribuicdo dos cortes histoldégicos de acordo com os protocolos

(P1, P2 e P3) para a padronizagao da técnica de IHQ.

4.2.4 MELHORIAS NA TECNICA DE IHQ

Para melhores resultados na evidenciagdo da imunomarcagao das formas
amastigotas de Leishmania, foram estabelecidos bloqueios adicionais a técnica de
IHQ para evitar marcacdes inespecificas.
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4.2.4.1 Bloqueio em metanol

Utilizado para aumentar o bloqueio da peroxidase enddgena a partir da solugao
previamente padronizada no LPL, constituida por: 162ml de Metanol; 12ml de H2O2 e
6ml de agua destilada. Conforme descrito no item 4.3.1. foi utilizada a amostra positiva
do acervo do LPL para a confecgéo de trés cortes histoldégicos (um para o bloqueio,
um para o controle negativo e um para o controle positivo da reagdo) que foram
desparafinados em Xilol e hidratados em solu¢des decrescentes de alcool (Absoluto
1, Absoluto 2, Alcool 90%, Alcool 80%, Alcool 70% e agua destilada) para posterior
incubag&o em solugdo de metanol (dois banhos de quinze minutos, cada). Em seguida
as laminas passaram por lavagem em PBS (0,01M) e seguiu-se a técnica de IHQ
conforme descrito no item 4.2.3.

4.2.4.2 Bloqueio com soro de cabra

Utilizado para aumentar o bloqueio da peroxidase enddgena. Utilizou-se a
coleta de sangue de cabra, Capra aegagrus hircus, saudavel, oriundo da Escola de
Veterinaria/UFMG. Apds antissepsia com alcool 70% da regido esquerda do pescogo
do animal, coletou-se 3,0 ml de sangue através de pung&o venosa jugular com o
auxilio de uma seringa descartavel estéril de 5¢cc com agulha descartavel estéril de
calibre 21G1 (0.80 mm x 25 mm) da marca BD®. Apds a coleta, o sangue foi
armazenado em tubo para coleta de soro e encaminhado para o LPL, ICB/UFMG.
Ap06s coagulacao a 37°C, a amostra foi centrifugada a 10.000rpm durante 10 minutos
a 4°C para obtengao do soro e seu posterior congelamento a -20°C.

Determinou-se a diluicdo do soro de cabra em duas concentragdes, conforme
técnica previamente padronizada no LPL, sendo elas: 1) 1:20 e 2)1:200 em PBS BSA
0,1%. Conforme descrito no item 4.3.1. foi utilizada a amostra positiva do acervo do
LPL para a confecgao de quatro cortes histologicos (dois para o bloqueio em ambas
concentragdes, um para o controle negativo e um para o controle positivo da reagao)
que foram desparafinados em Xilol e hidratados em solugbdes decrescentes de alcool
(Absoluto 1, Absoluto 2, Alcool 90%, Alcool 80%, Alcool 70% e agua destilada) para
posterior incubagdo em solugdo de metanol (dois banhos de quinze minutos, cada).
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Em seguida as laminas passaram por lavagem em PBS (0,01M) e seguiu-se a técnica

de IHQ conforme descrito no item 4.3.3.

4.2.4.3 Bloqueio com soro de coelho

Utilizado para aumentar o bloqueio da peroxidase endogena, utilizou-se sangue
oriundo da coleta do coelho da raca Nova Zelandia, saudavel, oriundo biotério do
ICB/UFMG.Apéds antissepsia com alcool 70% da orelha esquerda e coletou-se 3,0 ml
de sangue através de pungdo venosa auricular com o auxilio de uma seringa
descartavel estéril de 5cc com agulha descartavel estéril de calibre 21G1 (0.80 mm x
25 mm) da marca BD®. Apds a coleta, o sangue foi armazenado em tubo para coleta
de soro e encaminhado para o LPL, ICB/UFMG. Apds coagulagao a 37°C, a amostra
foi centrifugada a 10.000rpm durante 10 minutos a 4°C para obtencdo do soro e seu
posterior congelamento a -20°C.

Determinou-se a diluigao do soro de coelho em duas concentragdes, conforme
técnica previamente padronizada no LPL, descritas a seguir: 1) Deluicdo 1:20 e 2)
Deluigéo 1:200 em PBS BSA 0,1.

Conforme descrito no item 4.3.1. utilizou-se a amostra positiva do acervo do
LPL para a confecgao de quatro cortes histologicos (dois para o bloqueio em ambas
concentragdes, um para o controle negativo e um para o controle positivo da reagao)
que foram desparafinados em Xilol e hidratados em solugdes decrescentes de alcool
(Absoluto 1, Absoluto 2, Alcool 90%, Alcool 80%, Alcool 70% e agua destilada) para
posterior incubagdo em solugdo de metanol (dois banhos de quinze minutos, cada).
Em seguida as laminas passaram por lavagem em PBS (0,01M) e seguiu-se a técnica
de IHQ conforme descrito no item 4.3.3.

4.2.4.4 Maiores diluigbes do anticorpo primario

Para melhor conhecimento sobre o potencial de imunomarcacéo das formas
amastigostas de Leishmania utilizando-se o soro de coelho sensibilizado com a
HSP70, realizou-se uma nova bateria de IHQ com maiores diluigbes do anticorpo
primario, sendo elas, 1) 1:600; 2) 1:800; 3) 1:1000; 4) 1:2000 e 5) 1: 4000.
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4.2.5 CONTROLE NEGATIVO

Para a realizacdo de todas as técnicas descritas no item 4.3. utilizou-se como
controle negativo da reacgéo a substituicdo do anticorpo primario por PBS 0,01M. A fim
de avaliar as possiveis interferéncias nas reacdes de IHQ, também foi utilizado como
controle negativo da reac&o o soro de coelho da ragca Nova Zelandia, saudavel, nas
seguintes diluigdes: 1)1:50 2)1:100 3) 1:200 e 4) 1:400.

Apos a padronizagao da técnica de IHQ-HSP70, foi realizada a comparagao
entre o novo método e a técnica de IHQ segundo Tafuri et. al (2004). Vinte e nove
amostras de pele de caes naturalmente infectados por L. infantum, emblocados em
parafina, foram selecionados do acervo do LPL do Departamento de Patologia Geral
do ICB/UFMG. Todas as amostras foram oriundas de caes previamente testados por
meétodos sorologico (RIFI) e parasitologico (IHQ) positivos. De cada fragmento de
tecido foram confeccionadas laminas histolégicas em duplicata para realizagdo das
técnincas de IHQ.

Um corte histolégico da amostra controle positivo do acervo com a coloragao
por Hematoxilina Eosina (HE) para avaliar as possiveis alteragdes histologicas. Deste
mesmo material, também foram realizadas ambas técnicas de IHQ para futura

comparagao.

4.3 COMPARAGAO DAS TECNICAS DE IHQ

4.3.1 ANALISE SEMI-QUANTITATIVA

Para a analise semi-quantitativa da carga parasitaria na derme foi utilizado o
parametro de distribuicdo segundo Figueiredo et al., (2010) com adaptagdes.
Considerando-se a extens&o dos fragmentos de tecido em todo o corte histologico, a
regido da derme foi avaliada e de acordo com o numero de campos apresentando
marcacdes de formas amastigotas de Leishmania, sendo os seguintes escores: 1)

Discreto: 0 a 15 campos contendo formas amastigotas imunomarcadas. 2) Moderado:
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15 a 30 campos contendo formas amastigotas imunomarcadas. 3) Intenso: >30

campos contendo formas amastigotas imunomarcadas.

A leitura foi realizada por dois patologistas treinados, com experiéncia de
leitura na rotina laboratorial. Para isso, foi entregue a cada um uma caixa contendo as
ldminas as quais ambas técnicas de IHQ foram empregadas, sem que houvesse
identificacdo das mesmas a n&o ser por numeragao, de um a cinquenta e oito (valor

total dos vinte e nove cortes histolégicos de fragmento de pele de orelha em duplicata).

4.3.2 ANALISE QUANTITATIVA

Vinte e cinco imagens foram aleatoriamente capturadas por fotomicrografia de
cada corte histologico, de ambas técnicas de IHQ empregadas. Essas imagens foram
entdo utilizadas para a contagem do numero de formas amastigotas imunorreativas,
visualizadas por tela de computador através um sistema computacional de analises
de imagem KS300 (Carl Zeiss®, Germany). De cada corte histolégico foi obtido a
meédia da contagem das formas amastigotas de Leishmania em suas vinte e cinco
capturas. Os dados foram entdo enviados ao software Prism 5.0 para que fossem
analisados.
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5 RESULTADOS
5.1. IMUNIZAGAO DO COELHO

Ap0s a realizag&o da sorologia com diluigdo total na técnica de ELISA, a média
em TO estabelecida foi de 0,0993 e seu respectivo cut off (duas vezes o valor da
média) em 0,1986. Em T1 n&o houve resposta antigénica suficiente no soro. Em T2
obteve-se resposta antigénica positiva até a diluigdo de 1:1600. Em T3 houve resposta
antigénica no soro na diluicdo de até 1:6400. De acordo com a titulagdo obtida em T3,
o protocolo de trés sensibilizagdes em intervalos de quinze dias mostrou-se eficaz na
producao do soro sensibilizado a HSP70, possibilitando a coleta intracardiaca do
volume total de 20ml de sangue para utilizagdo do soro na técnica de IHQ proposta
(FIGURA 2).

1:6400 -
1:3200
1:1600 __ Curvade
titulacdo
1:800
O -

FIGURA 2: Esquema ilustrativo da imunizagdo do coelho com HSP70.

Intervalos de 15 dias entre as ensibilizacdes.
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5.2 PADRONIZAGAO DA TECNICA.

5.2.1. P1

Na analise qualitativa das laminas do P1, através de microscopia de luz na
objetiva de 40x, observou-se imunomarcagdo de formas amastigotas em todas as
diluigdes do soro de coelho sensibilizado com a HSP70 (1:50; 1:100; 1:200 e 1:400).
Nas diluicdes de 1:50 e 1:100 foi observada imunomarcagao intensa de formas
amastigotas, mas houve uma notavel marcacao celular e da matriz intersticial de forma
inespecifica (background) de coloragdo marrom amarelado nas regides histolégicas
da derme superficial (DS) e da derme profunda (DP), em especial aos anexos
(foliculos pilosos e glandulas) e matriz extracelular (tecido conjuntivo). Nas diluigbes
de 1:200 e 1:400 havia imunomarcagdo moderada das formas amastigotas,
permanecendo intensa marcacédo inespecifica das regides da derme. O corte
histolégico do controle positivo apresentou imunomarcagdo intensa de formas
amastigotas e marcacéo inespecifica ausente. O corte histologico do controle negativo
nao apresentou imunomarcacgéo para formas amastigotas assim como auséncia de

quaisquer imunomarcagdes na regido da derme.

5.2.2 P2

Na analise qualitativa das laminas do P2, através de microscopia de luz na
objetiva de 40x, observou-se imunomarcagdo de formas amastigotas em todas as
diluigdes do soro de coelho sensibilizado com a HSP70 (1:50; 1:100; 1:200 e 1:400).
Nas diluicdes de 1:50 e 1:100 foi observada imunomarcagao intensa de formas
amastigotas e intensa marcagao inespecifica nas regides da derme superficial (DS) e
da derme profunda (DP), em especial aos anexos (foliculos pilosos e glandulas) e
matriz extracelular (tecido conjuntivo). Na diluicdo de 1:200 havia imunomarcagao
intensa das formas amastigotas, permanecendo intensa marcagéo inespecifica das
regides da derme. Na diluicdo de 1:400 havia imunomarcagéo intensa das formas
amastigotas, com leve a moderada marcagéao inespecifica das regides da derme. O

corte histologico do controle positivo apresentou imunomarcagao intensa de formas
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amastigotas e marcacéo inespecifica ausente. O corte histologico do controle negativo
nao apresentou imunomarcacgéo para formas amastigotas assim como auséncia de

quaisquer imunomarcagdes na regido da derme.

5.2.3 P3

Na analise qualitativa das laminas do P3, através de microscopia de luz na
objetiva de 40x, observou-se imunomarcagdo de formas amastigotas em todas as
diluicbes do soro de coelho sensibilizado com a HSP70 (1:50; 1:100; 1:200 e 1:400).
Nas diluicbes de 1:50 e 1:100 foi observada imunomarcagao intensa de formas
amastigotas e intensa marcagao inespecifica nas regides histologicas da derme
superficial (DS) e da derme profunda (DP), em especial aos anexos (foliculos pilosos
e glandulas) e matriz extracelular (tecido conjuntivo). Nas diluicdes de 1:200 e 1:400
havia imunomarcagdo moderada das formas amastigotas, permanecendo intensa
marcagao inespecifica das regides da derme. O corte histoldgico do controle positivo
apresentou imunomarcagao intensa de formas amastigotas e marcagao inespecifica
ausente. O corte histoldégico do controle negativo ndo apresentou imunomarcagéo
para formas amastigotas assim como auséncia de quaisquer imunomarcagdes na

regiao da derme.

5.2.4 ESCOLHA DO PROTOCOLO E MELHORIA NA TECNICA

O resultado em P2 na diluicdo de 1:400 evidenciou de forma intensa a
imunomarcagdo das formas amastigotas com discreto a moderada marcagao
inespecifica na regido da derme, sendo, portanto, eleito o melhor protocolo dentre os
realizados na padronizacéo da técnica. Nos bloqueios adicionais de metanol, bloqueio
com soro de cabra saudavel e bloqueio com soro de coelho saudavel ndo foram

observadas melhorias quando comparadas a técnica da P2 na diluigdo de 1:400.

Na realizacdo do P2 em maiores diluicbes, observou-se presenga de
imunomarcacéo de formas amastigotas em decrescente intensidade, de moderado a
leve, conforme a diluicdo (1:600; 1:800; 1:1.000; 1:2.000 2 1:4.000), entretanto ndo
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houve decréscimo de marcagdo inespecifica das regides da derme quando
comparadas ao P2 na diluicdo de 1:400. Diante dos resultados a técnica foi
padronizada a partir do P2 na diluicdo de 1:400, sem a realizagcdo de bloqueios

adicionais.

5.2.5 CONTROLE NEGATIVO COM SORO DE COELHO

Quando realizada a técnica de IHQ para o controle negativo com o soro de
coelho saudavel, de acordo com o P2, observou-se em todas as dilui¢gdes (1:50; 1:100;
1:200 e 1:400) a marcagao inespecifica em todo o corte histologico (epiderme e
derme, exceto tecido cartilaginoso) variando de moderado em 1:50 a discreto em
1:100; 1:200 e 1:400.

5.3 COMPARAGAO DAS TECNINAS DE IHQ

5.3.1. ANALISE SEMI-QUANTITATIVA

No parametro de distribuicdo, apos leitura pareada entre os dois patologistas,
encontrou-se uma correlagcdo de 100%, tanto quando comparadas as leituras dos
cortes histologicos corado pela técnica de IHQ segundo Tafuri et al. (2004) ou quando
aquelas coradas pela técnica de IHQ-HSP70.

Analisando o corte histologico corado pelas técnicas rotineiras de Hematoxilina-
Eosina (HE) de fragmentos de pele obtidos de animais controle positivo foi possivel
observar a inflamagéo crénica difusa atingindo toda a derme e caracterizada pelo
exsudato celular composto por células mononucleadas, do tipo plasmohistiolinfocitario
(Figura 3A).

O método imuno-histoquimico da estreptoavidina-peroxidase foi realizada com
o intuito de evidenciar formas amastigotas de Leishmania em marrom-acastanhado
com contra-coloragdo usando o corante histologico, Hematoxilina de Harris. O
protocolo segundo Tafuri, et al. (2004), que preconiza o uso de soro de céaes
naturalmente infectados com Leishmania infantum (doenga visceral) evidencia
nitidamente os parasitos sem marcacgdes inespecificas (background) (FIGURA 3B). Ja
o protocolo utilizando o anticorpo (soro hiperimune de coelho) anti-HSP70 evidencia
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formas amastigotas também na coloragdo marrom-acastanhada com frequente
discreta marcagéo de sitios antigénicos inespecificos a comegar pelas células das
camadas epiteliais (Figura 3C), matriz extracelular (intersticio) da derme (superficial
e profunda) (Figura 3C) e com frequéncia nas células e intersticio dos anexos (células
glandulares e vasos (Figura 3C).
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FIGURA 3: Corte histolégico de pele de orelha de c&do naturalmente infectado por L. infantum. (A): Inflamag&o plasmohistiolinfocitaria na regiéo da
DS e DP (estrelas). Notar macréfago (seta), plasmécito (ponta de seta em negro) e linfocito (ponta de seta em branco). Hematoxilina Eosina 40x.
(B): Formas amastigotas de L. infantum imunomarcadas em marrom acastanhado (setas) na regido da DS e DP. IHQ segundo Tafuri et al. (2004),
contradorada por Hematoxilina de Harris. (C): Formas amastigotas de L. infantum imunomarcadas em marrom acastanhado (setas) na regiéo da
DS e DP. Presenca de marcagao inespecifica em matriz extracelular (estrela). IHQ-HSP70, contradorada por Hematoxilina de Harris. DS: Derme
superficial. DP: derme profunda.
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De acordo com os escores pré-estabelecidos obteve-se o resultado apds a
leitura de ambas os patologistas, a seguir: Escore 1: Vinte (68,9%) cortes histoldgicos.
Escore 2: Um corte histologico (3,5%). Escore 3: Oito (27,6%) cortes histologicos
(TABELA 1).

TABELA 1: Numero de cortes histolégicos e sua respectiva porcentagem em cada
escore nas técnicas de IHQ segundo Tafuri et al. (2004) IHQ-HSP70,

respectivamente.

METODOS
AVALIADOR Tafuri et al. (2004) IHQ-HSP70
ESCORE ESCORE

1 2 3 1 2 3

A 20 1 8 20 1 8
(68.9%) (3.5%) (27.6%) (68.9%) (3.5%) (27.6%)

B 20 1 8 20 1 8
(68.9%) (3.5%) (27.6%) (68.9%) (3.5%) (27.6%)

Nos cortes histoldgicos do Escore 1 € possivel observar a discreta presencga de
formas amastigotas imunomarcadas em ambas técnicas de IHQ, principalmente na
regido da derme profunda. Na técnica de IHQ-HSP70 é possivel observar marcagao
inespecifica moderada na regido da derme profunda, especialmente nos anexos
(glandulas e foliculos pilosos) e no tecido conjuntivo, conforme descrito anteriormente
(FIGURA 4).
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FIGURA 4: Cortes histolégicos de pele de orelha de cdo naturalmente infectado por L. infantum classificadas no escore 1. (A): Discreta presenga
de formas amastigotas de L. infantum imunomarcadas em marrom acastanhado (setas) na regido da DP. IHQ segundo Tafuri et al. (2004),
contracorada por Hematoxilina de Harris. (B): Discreta presenca de formas amastigotas de L. infantum imunomarcadas em marrom acastanhado
(setas) na regido da DP. Presenga de marcagéo inespecifica em matriz extracelular (estrela). IHQ-HSP70, contracorada por Hematoxilina de Harris.
DS: Derme superficial. DP: derme profunda.
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Nos cortes histolégicos do escore 2 é possivel observar a moderada presenga
de formas amastigotas imunomarcadas em ambas técnicas de IHQ, principalmente
na regidao da derme profunda. De forma repetitiva, na técnica de IHQ-HSP70
encontrou-se marcacédo inespecifica moderada na regido da derme profunda,
especialmente nos anexos (glandulas e foliculos pilosos) e no tecido conjuntivo
(FIGURA 5).
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FIGURA 5: Cortes histoldgicos de pele de orelha de cao naturalmente infectado por L. infantum classificadas no escore 1. (A): Moderada presenga
de formas amastigotas de L. infantum imunomarcadas em marrom acastanhado (setas) na regido da DP. IHQ segundo Tafuri et al. (2004),
contracorada por Hematoxilina de Harris. (B): Moderada presenga de formas amastigotas de L. infantum imunomarcadas em marrom acastanhado
(setas) na regido da DP. Presenga de marcagao inespecifica em matriz extracelular (estrela). IHQ-HSP70, contracorada por Hematoxilina de Harris.
DS: Derme superficial. DP: derme profunda.
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Nos cortes histologicos do Escore 3 foi possivel observar a intensa presenga
de formas amastigotas imunomarcadas em ambas técnicas de IHQ, em toda a regido
da derme, superficial e profunda. Na técnica de IHQ-HSP70 ocorreu novamente a
marcagao inespecifica na regido da derme, especialmente nos anexos (glandulas e
foliculos pilosos) e no tecido conjuntivo (FIGURA 6).
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FIGURA 6: Cortes histoloégicos de pele de orelha de céo naturalmente infectado por L. infantum classificadas no escore 1. (A): Intensa presenga
de formas amastigotas de L. infantum imunomarcadas em marrom acastanhado (setas) na regido da DP. IHQ segundo Tafuri et al. (2004),
contracorada por Hematoxilina de Harris. (B): Intensa presenga de formas amastigotas de L. infantum imunomarcadas em marrom acastanhado
(setas) na regido da DP. Presenga de marcagéao inespecifica em matriz extracelular (estrela). IHQ-HSP70, contracorada por Hematoxilina de Harris.
DS: Derme superficial. DP: derme profunda.
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5.3.2 Analise quantitativa

Inicialmente a normalidade dos dados foi avaliada pelo teste de Shapiro-Wilk.

Os aspectos ndo parameétricos dos dados foram avaliados usando o teste Mann-

Whitney. As analises foram feitas utilizando o software GraphPad Prism 3.03 (San

Diego, CA, USA). A diferenca estatistica foi considerada significante quando os

valores de p foram < 0,05. Em ambos testes de IHQ observou-se areas de

imunomarcacdo para formas amastigotas de Leishmania infanfum que foram

observadas distribuidas difusamente pela regido da derme superficial e da derme

profunda. Nao havendo diferenca estatistica entre os grupos em que foram realizadas

as técnicas de IHQ segundo Tafuri et al. (2004) e IHQ-HSP70 ( p <0, 5068).
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GRAFICO 1: Mediana da quantidade de formas amastigotas de L. infantum

imunomarcadas através das técnincas de IHQ segundo Tafuri et al. (2004) e IHQ-

HSP70.
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6 DISCUSSAO

A técnica de imuno-histoquimica (IHQ) €& uma ferramenta diagndstica
indispensavel nos laboratérios de patologia como uma das ferramentas de diagndéstico
para as leishmanioses. Sua execugao é de alta complexidade e abrange diversas
etapas de trabalho em fases pré-analitica, analitica e pds-analitica. Quaisquer
possiveis erros que ocorram em alguma dessas etapas culminardo em resultados
improdutivos e ndo confiaveis. De maneira geral, a IHQ €& um ensaio altamente
reprodutivel e confiavel quando executada em fragmentos de tecido adequadamente
fixados e processados em parafina em conformidade com o procedimento de
coloracdo idéntico ao do processo de validagdo para o anticorpo utilizado (FERRO,
2013; TORLAKOQVIC et al., 2010).

Evidenciar o antigeno desejado por imunomarcacgao a partir de fragmentos de
tecidos € o principal objetivo da IHQ. Assim, LIN et al. (2014) atualizaram em seu
estudo as diretrizes recentemente propostas sobre validagdo de anticorpos em
padronizagbes de IHQ do Centro de Patologia e Laboratério de Patologias da
Faculdade de Patologia Americana (Departamento do Laboratério de Medicina,
Geisinger Mecical Center, Danville, Pensilvania, Estados Unidos). Os autores
descrevem que o objetivo final é alcangar um uma alta resolu¢do na imunomarcagéo
sem imunomarcagdes inespecificas gerando as chamadas “coloragdes de fundo”
(background) usando maior diluigdo possivel de anticorpos primarios (para evitar o
consumo elevado anticorpos primarios para redugao do custo final da técnica).

A técnica de IHQ alternativa para a imunomarcagéo de formas amastigotas de
Leishmania proposta por TAFURI et al. (2004) contempla o protocolo de
imunoperoxidase (estreptavidina-biotina-peroxidase) baseando-se na utilizagdo de
soro hiperimune de caes naturalmente infectados por L. infantum resultando em uma
técnica de baixo custo e prontamente disponivel quando comparada aquelas que
utilizam anticorpos monoclonais ou policlonais anti-Leishmania presentes no
mercado. Alguns estudos prévios na literatura demonstraram a eficacia dessa técnica
alternativa de IHQ. XAVIER et al. 2006, por exemplo, evidenciaram uma boa
correlagao positiva entre a IHQ e a PCR, em fragmentos de pele de caes naturalmente
infectados por L. infantum, sem que houvesse diferenca estatistica dentre as técnicas
de diagnostico. Os achados de AMORIM et al. 2011 foram de encontro com os de
Xavier et al. 2006 mostrando ainda uma correlagdo positiva entre a IHQ e o
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xenodiagnostico. ALVES et al. 2013 e ARAGAO et al. (2015) demonstraram utilizagao
dessa técnica IHQ no diagndstico de LTA nas suas diferentes formas clinicas com a
sensibilidade de 91,78%, sendo maior do que quando se utilizou a IHQ empregando
anticorpo primario monoclonal disponivel no mercado. Os autores discutem que o
teste de IHQ alternativa de TAFURI et al. 2004 exibe elevada sensibilidade, baixo
custo, rapidez e facilidade de execugdo quando comparada a outras técnicas
utilizadas.

O presente estudo teve como objetivo realizar imunomarcagao de formas
amastigotas de L. infantum através da otimizagao dessa técnica de IHQ, a partir da
producdo do soro de coelho sensibilizado com HSP70, utilizado como anticorpo
primario, seguida de sua comparagao com a IHQ segundo TAFURI et al. (2004).Essa
ideia baseou-se no fato da dificil aplicabilidade comercial da técnica preconizada por
TAFURI et al. (2004), pois ha necessidade de um c&o naturalmente infectado por L.
infantum para coleta de seu sangue e consequente obtengédo do soro hiperimune para
a utilizacado nessa técnica.,

Estudos protebmicos com Leishmania evidenciaram a possibilidade da
utilizacdo de marcadores biolégicos para o diagnodstico da leishmaniose. Lima et al.
)2016) ao utilizarem trés das espécies mais comuns de Leishmania no estado Minas
Gerais, L. infantum, L.(V.) amazonensis e L.(V.) braziliensis caracterizou seus
antigenos e determinou suas reatividades imunogénicas ao soro hiperimune de céo,
constatando que HSP70 foi reativa simultaneamente para as trés espécies estudadas.
Nosso grupo de pesquisa idealizou a utilizagcdo da HSP70r no presente trabalho por
se apresentar como uma molécula bem conservada com sua utilizagcdo consagrada
em metodos de reatividade imunogénica na Leishmaniose.

O soro de coelho sensibilizado com a HSP70 produzido permitiu sua utilizagao
na técnica de IHQ proposta, sendo utilizado como anticorpo primario policlonal.
Segundo os autores RAMOS-VARA (2002), FERRO (2013) e LIN et al. (2014), a
utilizagdo de anticorpos policlonais na padronizagao de técnicas de IHQ apresentam
a vantagem frente aos anticorpos monoclonais, uma vez que possibilitam sua
utilizacdo em diluigdes elevadas, acima de 1:1000, favorecendo a redug&o do custo
da técnica. Aqui demonstramos a possibilidade e imunomarcacido de formas
amastigotas de L. infantum com a técnica de IHQ otimizada nas diluigdes do anticorpo
primario em até 1:4000. O custo e o tempo para a produgao também vao de encontro
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ao que foi relatado pelos autores, quando comparado a produg¢ao de anticorpos
monoclonais.

Nas padronizagdes de técnicas imuno-histoquimicas a analise qualitativa dos
possiveis resultados para as imunomarcagdes variam dentro de trés possibilidades:
(1) Imunomarcagdes intensas com marcagao inespecifica ausente, moderada ou
intensa, (2) Imunomarcacgdes fracas com marcagao inespecifica ausente, moderada
ou intensa e (3) Imunomarcagdes ausentes com marcagao inespecifica ausente,
moderada ou intensa. FERRO (2013) e LIN et al. (2014) descrevem que no ensaios
de IHQ para padronizagdo do anticorpo primario que resultem, inicialmente, nas
variagbes da primeira possibilidade (imunomarcagdes intensas), € possivel afirmar
que o anticorpo primario é viavel para a técnica de IHQ. Na padronizacdo de IHQ
descrita nesse trabalho observou-se intensa imunomarcacéo de formas amastigotas
de L. infantum em fragmento de pele de cades naturalmente infectados, com marcagéo
inespecifica discreta a moderada dos componentes da derme. A presenca de
marcacao inespecifica visualizada na otimizacao proposta, portanto ndo € um fator
que descarte a qualidade do anticorpo primario produzido. Mesmo assim, foram
realizados protocolos na tentativa de melhoria da técnica de otimizagdo de IHQ
(bloqueio em metanol, bloqueio com soro de cabra, bloqueio com soro de coelho e
maiores diluigdes do anticorpo primario) sem que houvesse sucesso. Dessa forma,
entende-se a necessidade de eliminar a marcagcdo inespecifica para uma maior
resolucdo no desenvolvimento do anticorpo primario. E importante ressaltar que o
anticorpo policlonal produzido a partir de coelho sensibilizado foi utilizado na forma de
soro total, obtido apos extragdo dos elementos celulares por centrifugacéo, contendo
diversos anticorpos e proteinas circulantes (albumina, alfa e beta globulinas) que
podem ter contribuido para a marcagao inespecifica observada (background).

No presente estudo, vinte e nove amostras de fragmento de orelha de cées
naturalmente infectados com L. infantum foram testados para as técnicas de IHQ
segundo TAFURI, et al. 2004 e segundo a otimizag&o aqui proposta. Na analise semi-
quantitativa houve correlagao absoluta entre as técnicas quando foram analisadas sob
microscopia optica, em paralelo, por dois patologistas treinados. FIGUEIREDO et al.
(2010) e MADEIRA et al. (2016) utilizaram a técnica de analise semi-quantitativa com
a leitura pareada por dois patologistas para obtengdo de dados semi-quantitativos, O
resultado obtido reitera a qualidade do soro de coelho sensibilizado com a HSP70 em
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sua qualidade diagnostica na utilizagdo do teste de IHQ. De forma complementar, a
analise quantitativa foi realizada por microscopia Optica e analises morfométricas.
Vinte e cinco imagens foram aleatoriamente capturadas e utilizadas para a contagem
de amastigotas imunorreativas. As imagens foram analisadas por software,
visualizadas por tela de computador e enviadas a um sistema computacional de
analises de imagem KS300 (Carl Zeiss®, Germany). Cada forma amastigota presente
na imagem foi individualmente selecionada de forma manual (point), para evitar
qualquer selecdo de marcacgao inespecifica, quando presente. O software Prism 5.0
foi utilizado para a analise dos dados. Ndo houve diferenca estatistica entre os testes
de IHQ (P<0,05).

Em resumo, foi evidenciado o potencial do soro de coelho sensibilizado a
HSP70 utilizado como anticorpo primario na otimizagdo do teste de IHQ segundo
TAFURI et a. (2004). A HSP70 foi previamente avaliada em outros trabalhos quanto a
sua antigenicidade, em sua utilizagdo em testes diagndsticos ou mesmo como
candidata a estudos vacinais (RICO et al., 2002; ZURITA et al., 2003).
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7 CONCLUSAO

O presente trabalho permitiu evidenciar que foi possivel desenvolver nova IHQ
a partir da producéo do anticorpo primario de baixo custo, mantendo a sensibilidade e
especificidade do teste diagnostico somado a potencial possibilidade de
replicabilidade em escala comercial pelo fato de ser produzido a partir do soro de
coelho sensibilizado.
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8 PERSPECTIVAS

1) O soro de coelho sensibilizado com a HSP70 atingiu titulagdo maxima no ELISA
em T3 em 1:6400. Pretende-se realizar nova sensibilizacdo de um novo coelho para
estudar as possiveis alteragcdes na otimizacgao da técnica de IHQ caso aumentemos o
numero de doses na sensibilizagdo, objetivando a produgdo do soro com titulagbes
mais elevadas em anticorpos anti-HSP70. Ainda, com relagdo ao soro de coelho
sensibilizado, pretende-se realizar a purificagdo de fragées IgG anti-HSP70 (soro de

fracdo de imunoglobulinas e/ou soro de afinidade isolada).

2) Variagbes nos tempos de bloqueio, tempo de incubagdo com o anticorpo

primario e/ou secundario devem ser realizadas.

3) Pretende-se avaliar a otimizag&o da técnica de IHQ em outras formas clinicas
da leishmaniose, uma vez que a HSP70 é um antigeno comum as espécies L.
infantum, L.(V.)amazonensis e L.(V.) braziliensis, possuindo grande potencial

dignéstico para as formas tegumentares da leishmaniose.

4) Pretende-se avaliar a otimizagao da técnica de IHQ em outras espécies, como
Trypanosoma cruzi, com a finalidade de elucidar possiveis reagdes cruzadas.
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