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“O Ser humano vivencia a si mesmo, seus pensamentos
como algo separado do resto do universo — numa espécie
de ilusdo de Optica de sua consciéncia. E essa ilusdo é
uma espécie de prisdo que nos restringe a nossos desejos
pessoais, conceitos e ao afeto por pessoas mais proximas.
Nossa principal tarefa é a de nos livrarmos dessa priséo,
ampliando nosso circulo de compaixdo, para que ele
abranja todos os seres vivos e toda a natureza em sua
beleza. Ninguém conseguira alcangar completamente esse
objetivo, mas lutar pela sua realizagédo ja é por si s6 parte
de nossa liberagcdo e o alicerce da nossa seguranca
interior.”

Albert Einstein



RESUMO

A leishmaniose visceral (LV) denota grande importancia no cenario da saude publica
e, por conseguinte, no ambito da Vigilancia Sanitaria, visto que a infeccdo pode
acometer tanto humanos quanto cdes, sendo estes Ultimos os reservatérios do
agente etiologico Leishmania (Leishmania) infantum. Limitacdes diagndsticas
relacionadas a investigagdes soroldgicas caninas de “menor’ especificidade e
analises citopatolégicas complexas, morosas e pouco sensiveis, podem
comprometer um controle mais efetivo dessa doenca. A qualidade dos kits
empregados no apoio diagndéstico é bastante relevante, bem como compreender o
comportamento das amostras sorologicas empregadas na avaliacdo desses
meétodos, quando sujeitas a condi¢cdes diversas como diferentes temperaturas e
ciclos de congelamento e descongelamento. O foco do presente trabalho foi a
avaliacdo analitica de amostras de soro e plasma, positivas para leishmaniose
visceral canina (LVC) pelo teste imunocromatografico (TR DPP® LVC) e EIE® LVC,
submetidas a mais de 12 ciclos de congelamento e descongelamento, e estocadas
por varias semanas a diferentes temperaturas a fim de verificar uma possivel queda
do titulo desses espécimes, além da padronizacdo de uma técnica por citometria de
fluxo para analise dessas amostras. Nossos resultados demonstraram um
comportamento diferenciado das amostras de acordo com a técnica utilizada. O
teste de triagem para LVC (TR DPP LVC®) demonstrou baixa especificidade para
amostras com baixos titulos de anticorpos quando submetidas a diferentes ciclos de
congelamento e descongelamento. Ja o teste confirmatério imunoenzimatico para
diagnostico de LVC (EIE® LVC) evidenciou possuir maior sensibilidade na avaliacdo
de amostras expostas a condigcbes ambientais adversas, permanecendo positivas,
apesar de em alguns casos ter sido observado um decaimento no titulo de
anticorpos. O ensaio de citometria de fluxo por nds padronizado, utilizando
microesferas carboxiladas adsorvidas com antigeno recombinante de Leishmania
(rK28), demonstrou ser uma técnica bastante viavel para a avaliacdo qualitativa e
guantitativa de anticorpos presentes em amostras caninas positivas e negativas para

LV e que sem duvida merece uma maior atencao e aprimoramento.

Palavras-chave: Testes Soroldgicos, Estabilidade, Controle de Qualidade, Citometria de

Fluxo.



ABSTRACT

Visceral Leishmaniasis (LV) denotes a great importance in public health scene and
therefore within the scope of the Sanitary Surveillance, since infection can affect both
humans and dogs, the latter being reservoirs of the etiologic agent Leishmania
(Leishmania) infantum. Diagnostic limitations related to canine serological
investigations of “minor” specific and complex cytological analysis, time-consuming
and not very sensitive, can compromise a more effective control of disease. The
quality of kits used in supporting diagnostic is highly relevant as well as the
understanding of the behavior of the serum samples used in the validation and
evaluation of these methods, when exposure to variable conditions such as different
temperatures and cycles of freezing and thawing. The focus of our study was the
analytical evaluation of serum and plasma samples, positive for canine visceral
leishmaniasis (CVL) by immunoassay (TR DPP® LVC) and EIE® LVC. Samples were
submitted to more than 12 cycles of freezing and thawing, and stored for several
weeks at different temperatures to assess a possible fall in the antibody titles of these
specimens, as well as the standardization of a flow cytometry technique to analyze
the samples. Our results showed a different behavior of the samples according to the
technique used. The screening test for LVC (TR LVC® DPP) showed low specificity
for samples with low antibody titers when submitted to different cycles of freezing and
thawing. On the other hand, the immunoassay confirmatory test for diagnosing LVC
(EIE® CVL) has demonstrated higher sensitivity in the evaluation of samples
exposed to adverse environmental conditions, remaining positive, although in some
cases it was observed a decay in the antibody titers. The flow cytometry test
standardized by us using carboxylated microspheres adsorbed with recombinant
Leishmania antigen (rK28) demonstrated to be a viable technique for the qualitative
and quantitative evaluation of antibody titers present in positive and negative canine

VL serum samples and certainly deserves greater attention and improvement.

Keywords: Serologic tests, Stability, Quality Control, Flow Cytometry.
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1 INTRODUCAO

A Leishmaniose Visceral (LV) € uma zoonose em crescente expansao no
Brasil, causada por um protozoario, Leishmania (Leishmania) infantum, tendo o céo
como principal reservatorio em ambiente urbano, mantendo-se assim o ciclo de
transmissdo nesses locais (SOUZA et al., 2010a; SOUZA et al., 2013a; CARDIM et
al., 2013).

Os servicos de saude publica tém enfrentado problemas de uma maneira
geral com relagcdo ao diagnostico para LVC. O que pode ser evidenciado
principalmente por trés fatores: 1- variedade de sinais clinicos semelhantes aos
observados em outras doencas infecciosas;, 2- alteragbes histopatologicas
inespecificas e 3 — inexisténcia de um teste diagnostico 100% especifico e sensivel
(BRASIL, 2014).

Diante da grande variedade de métodos diagndsticos é imprescindivel a
compreensdao do comportamento do material biolégico analisado. A forma de
armazenamento € um fator importante a ser investigado. A reavaliacdo analitica de
amostras ap6s um longo periodo de estocagem torna-se uma tarefa complexa.
Quando os resultados ndo sdo reproduzidos, ndo se pode atestar ao certo se a
degradacdo ocorrida € intrinseca a amostra ou se a diferenca se deve ao uso de
testes laboratoriais mais sensiveis, desenvolvidos ao longo do tempo (CASTEJON et
al., 2014).

Embora ndo existam maiores estudos, ciclos de congelamento/
descongelamento, ao menos teoricamente, podem danificar estruturalmente as
proteinas. Se considerarmos 0 meio aquoso, onde a estrutura proteica se enovela
espontaneamente devido ao fato de um somatorio de interagbes fracas (pontes de
hidrogénio, interacdes idnicas e hidrofobicas), em diferentes regiées da proteina, o
ato do congelamento altera a estrutura quaternaria desta. Tal circunstancia
estabelece outras ligagcdes moleculares levando a desnaturacdo e, por conseguinte,
perda da atividade. A formacdo de gelo com concentracdo de soluto, causada pela
cristalizacdo de &agua, e consequente mudanca de pH podem influenciar na
estabilidade de uma molécula proteica biologicamente ativa (DE SOUZA et al., 2012;
CASTEJON et al., 2012, CASTRO & HEATHER, 2013, DEMIR et al., 2014).
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Os anticorpos possuem um papel crucial no sorodiagnéstico, constituindo os
mais difundidos biomarcadores empregados na deteccdo e confirmacao de diversas
doencas. O sangue € um dos melhores tecidos para investigacdo destas moléculas.
Para que seja realizado um adequado imunodiagndstico, os anticorpos devem
preservar a integridade de sua estrutura tridimensional, imprescindivel para a
interacdo com seu antigeno correspondente (DE SOUZA et al, 2012).

Sendo assim, estudos de estabilidade sdo essenciais para qualquer padrao
bioldgico, e desejavel nos demais produtos biolégicos. Fatores como condicdes
adequadas de preparo e armazenamento da amostra bioldégica favorecem a
estabilidade e a obtencdo de resultados analiticos mais fidedignos (CASTEJON et
al., 2012).

Sao escassos 0s dados disponiveis sobre o efeito adverso que os ciclos de
congelamento e descongelamento podem causar na configuragdo e nos
constituintes dos anticorpos, esta investigacdo € particularmente expressiva na
execucao de ensaios sensiveis como os imunoenzimaticos (EIE), que sédo capazes
de detectar estruturas proteicas propensas a desnaturacdo (CASTEJON et al.,
2012).

No presente trabalho foi realizada uma investigacdo da estabilidade de
amostras caninas positivas para Leishmania sp., no intuito de estudar possibilidades
de melhoria nas analises de tais amostras. No atual capitulo desta dissertacdo de
mestrado profissional intenciona-se esclarecer pontos importantes para a

compreensao do trabalho desempenhado.

1.1 HISTORICO DA LEISHMANIOSE

A leishmaniose foi descrita pela primeira vez na Grécia em 1835 e em seguida
na India em 1869. Um aspecto curioso desta doenca deve-se ao fato de um aumento
da pigmentacdo da pele e da febre, que originou um termo, muitas vezes
comumente utilizado de Kala-jwar ou Kala-azar, que significa febre negra
(MARZOCHI et al.,1981).

William Leishman, em 1900, identificou um protozoario no baco de um
soldado, que havia vindo a 6bito na India, em decorréncia de uma febre local

conhecida como “febre Dum Dum” ou “Kala-azar”. Os achados de Leishman so6
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foram corroborados quando em 1903, Donovan, encontrou 0 mesmo parasita em
outro paciente. Ainda no mesmo ano, Laveran e Mesnil descreveram tal protozoario
com o nome de Piroplasma donovani (COSTA, 2011).

Em 1905, Pianese, identificou em criangas afetadas por “anemia esplénica”
em Napdles, um parasito similar ao descrito por Leishman e Donovan. No ver&o de
1912, Pittaluga, diagnosticou na comarca de Tortosa, 0 primeiro caso espanhol de
calazar, a partir de uma amostra de puncdo esplénica de um enfermo suspeito
(FREGOLA & VINYETA, 1993).

Na Africa, o primeiro caso de leishmaniose visceral foi identificado no
sudoeste da Etidépia em tropas acampadas ao norte do lago Turkana, em 1940. Um
sério surto de leishmaniose visceral foi registrado também no Continente Africano
em 1952 no distrito de Kitui com 303 casos, atingindo um pico de 2.142 casos no
ano de seguinte (NGURE et al., 2009).

No Brasil, o primeiro caso foi descrito por Migone em 1913. Um paciente
italiano que havia vivido algum tempo em Santos, Sado Paulo, ap0s viajar para o
Mato Grosso, adoeceu, tendo sido diagnosticada a doenca no Paraguai. Em 1934,
Henrigue Penna, um patologista do Instituto Oswaldo Cruz, foi o responsavel pelo
inicio dos estudos sobre a distribuicdo da leishmaniose visceral nas Américas. Ele
comprovou parasitologicamente, 41 casos dentre 40.000 viscerotomias examinadas
para febre amarela provenientes de varios estados do Brasil (CABRERA, 1999).

Em 1937, o pesquisador Evandro Chagas empreendeu estudos sobre a
Leishmaniose Visceral Americana (LVA), com relacdo a morfologia do parasito e a
acdo patogénica, para algumas espécies animais, realizando estudos sobre
processos patogénicos na infeccdo experimental e, por meio de provas de
aglutinacdo e de outras reagdes de imunidade, foram verificadas as caracteristicas
antigénicas da Leishmania spp. (CHAGAS et al., 1938).

1.2 AGENTE ETIOLOGICO DA LEISHMANIOSE VISCERAL E TRANSMISSAO

Os agentes etioldgicos da leishmaniose viscerotropica foram classificados em
4 espécies: (Leishmania (Leishmania) donovani, Leishmania (Leishmania) infantum,
Leishmania (Leishmania) chagasi, Leishmania archibaldi). H4 também o argumento

gue a Leishmania (Leishmania) chagasi deve ser considerada uma subespécie da
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Leishmania (Leishmania) infantum e que apesar de algumas diferencas fenotipicas e
genotipicas, estas ndo sugerem representar clados distintos (LAINSON & RANGEL,
2005). A diferenca entre estes parasitos pode ser devido a recente adaptacao
Leishmania (Leishmania) chagasi a uma nova espécie de vetor (SHAW, 2006;
FRAGA et al., 2010).

Estes parasitos séo flagelados digenéticos, ou seja, parasitos com alternancia
de evolucdo entre hospedeiros vertebrados e invertebrados (DOSTALOVA & VOLF,
2012), sendo as formas extracelulares promastigotas alongadas e flageladas (cerca
de 5-15 ym), encontradas no vetor e as amastigotas intracelulares nao flageladas
ovoides (com cerca de 3-5 pm), em macrofagos de hospedeiros mamiferos (BATES,
2008, McCALL et al.,, 2013). Apresentam apenas uma mitocondria e o acido
desoxirribonucleico - DNA mitocondrial aparece condensado numa regido proxima
dos corpusculos basais do flagelo — nove pares de microtibulos concéntricos e um
par central — sendo denominado cinetoplasto, onde fica armazenado o DNA de
cinetoplasto - kDNA (Figura 1, Protozoario) (CASTELLANO, 2005).

Atualmente sdo conhecidas 22 espécies de Leishmania patogénicas ao
homem. Durante a década de 80, principalmente nas Américas, estudos sobre
leishmaniose conduziram ao isolamento de um grande numero de amostras
oriundas de animais silvestres, domésticos e do homem. A aplicacdo de um nimero
maior de critérios, até entdo nado utilizados para a identificacdo destes parasitos,
passou a ser exigida com a intencdo de evitar erros taxondmicos. Sendo assim, a
base para a classificacdo destes protozoarios voltou-se a caracteres intrinsecos,
entre eles os biolégicos, como a morfologia do parasito e caracteristicas de seu
desenvolvimento em hospedeiros vertebrados e invertebrados e, em meios de
cultura; imunolégicos como o reconhecimento por anticorpos mono e policlonais; 0s
bioguimicos como o estudo do RNA e DNA; caracterizagao de isoenzimas e estudos
de composicdo da membrana através de lecitinas (SHAW, 1985; LUKES et al., 2007
LAURENTI, 2010, COELHO, 2011).

Segundo Ashford (2000), os parasitas de todas as espécies de Leishmania
sdo morfologicamente similares. Contudo, nem a analise do DNA ou sondas
monoclonais, tem atingido confiabilidade suficiente para substituir a identificacdo das
espécies pela analise de isoenzimas (ASHFORD, 2000). Todavia, Barrio, (2012),
destaca o registro de um caso autdctone de leishmaniose visceral humana, em

Salta, (Argentina), creditado ao sequenciamento do gene do citocromo b (cit b), que
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tem sido validado pela precisa caracterizacao da Leishmania spp.

Figura 1- Morfologia do Protozoario Leishmania
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Forma Promastigota Forma Amastigota
Fonte: http://slideplayer.es/slide/4619935/

Segundo proposta de Levine et al., 1980, este protozodrio ocupa uma posicao

sistematica conforme descrito na figura 2.

Figura 2 - Classificacdo taxonémica Leishmania spp.

Reino Protista (HAECKEL, 1866)

Sub-Reino Protozoa (GOLDFUSS, 1817)
Filo Sarcomastigophora (HONIGBERG E BALAMUTH, 1963)
Sub-Filo Mastigophora (DEISING, 1866)
Classe Zoomastigophorea (CALKINS, 1909)
Ordem Kinetoplastida (HONIGBERG, 1963)
Sub-Ordem Trypanosomatina (KENT, 1880)
Familia Trypanosomatidae (DOFLEIN, 1901)
Género, Leishmania ROSS, (1903)
Sub-Géneros:

Leishmania Saf’'Janova, (1982)

Viannia Lainson e Shaw (1987)

Fonte: Poubel et al., 2010.
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A transmissdo do protozoario se da atravées da picada por fémeas de
flebotomineos infectados, Lutzomyia longipalpis (Figura 3) e Lutzomyia cruzi,
vulgarmente conhecidos como “mosquitos-palha”. Sendo assim, este invertebrado é
descrito como agente disseminador e mantém os ciclos endémicos desta doenca
(ENGWERDA et al., 2004; CARNEIRO & TOCANTIS, 2011).

Figura 3 - Lutzomyia longipalpis engurgitada

Fonte: http://umanimalvivo.blogspot.com.br/p/leishmaniose.html

Sao dipteros hematéfagos, pertencentes a subordem Nematocera e da
familia Psychodidae, holometélobos, tendo seu desenvolvimento, a partir do ovo,
passando por quatro estadios larvais, pupa e adulto (FREITAS, 2010). O género
Lutzomyia, dos flebotomineos do Novo Mundo, é o maior e de mais ampla
distribuicdo geografica, com representantes desde os Estados Unidos até o norte da
Argentina. Dentre as 927 espécies de flebotomineos mundiais, 500 s&o conhecidos
nas Américas, um pouco mais de 400 sdo do género Lutzomyia (YOUNG &
DUNCAN, 1994; SHIMABUKURO & GALATI, 2011).

No Brasil, tem-se conhecimento, até o momento, de 260 espécies de
flebotomineos, representando 28,6% do total e 47,7% dos que ocorrem na regiao
Neotropical (REBELO et al.,1999, AGUIAR & MEDEIROS, 2003, GIL et al., 2003;
SHIMABUKURO & GALATI, 2011).

Embora os resultados estatisticos encontrados por Soares et al., 2010, nédo
sejam significativos, acredita-se que relagcbes ecoldgicas como habitat,
comportamento intra-especifico, ciclo de dieta e populacdo de reservatorios de cada
regido, possam influenciar as taxas de infeccdo do vetor e consequentemente na

transmissao e disseminacao da doenca, tanto em caninos quanto em humanos.


http://umanimalvivo.blogspot.com.br/p/leishmaniose.html

As promastigotas migram
para a valvula faringea

As promastigotas prociclicas se

25

Os vetores flebotomineos sédo muito ativos a noite, por isso a possibilidade de
se contrair a infeccdo através da picada do inseto carreador deste parasito, acentua-
se durante o periodo entre o anoitecer e 0 amanhecer (PETERFI et al., 2011).

O ciclo da Leishmania no vetor envolve um complicado sistema de interagoes
em diferentes fases. Em suma, este tem inicio com a transmissdo da LV para
animais ou o homem, a qual ocorre diretamente por meio do vetor infectado, sendo
gue este fleb6tomo foi infectado anteriormente durante a hematofagia em um animal
ou humano parasitado (Figura 4). O vetor ingere as formas amastigotas de
Leishmania (Leishmania) infantum através da derme e, apds 24 a 48 horas, 0
parasita passa ao estagio de promastigoto, no lumen do intestino do inseto. Por sua
vez, na forma promastigota o parasito se reproduz e migra para o esofago e faringe
do inseto, quando durante um novo repasto sanguineo serdo entdo inoculadas na
derme do hospedeiro vertebrado (Figura 4) (DE OLIVEIRA et al., 2015).

Figura 4- Ciclo de transmisséo Leishmaniose visceral
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Apesar de ser usualmente transmitida pela atividade hematéfaga de
flebotomineos fémea, pertencentes ao género Lutzomyia (Novo Mundo) e
Phlebotomus (Velho Mundo), rotas alternativas de transmisséo tém sido descritas
em cdes e em humanos. Em caes existem registros de transmisséo sexual, vertical
e por transfusdo sanguinea (Figura 5) (SOLANO-GALLEGO et al., 2011; NAUCKE &
LORENTZ, 2012) e outros vetores tais como pulgas e carrapatos também podem
estar envolvidos na epidemiologia da doenca (MORAIS et al., 2013; DE OLIVEIRA
et al, 2015).

Figura 5- Ciclo de vida da Leishmania (Leishmania) infantum com indicacdo de rotas nédo
flebotomineas de transmissdo comprovada e ndo comprovada para o cao

Fonte: Solano-Gallego et al.,2011.

A ocorréncia de um animal infectado n&o significa necessariamente a de um
reservatério, este € um hospedeiro do parasito, mas sua importancia na
manutencdo do ciclo de transmissdo numa dada area deve ser avaliada e
dependera das peculiaridades da interacdo parasito-hospedeiro, isto determinara a

competéncia da espécie animal em questdo na manutencdo e/ou transmisséo do
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parasito, definindo, portanto, seu papel ou ndo como reservatorio (ROQUE &
JANSEN, 2014).

A relevancia do papel dos animais sinantropicos (ex.: gambas, roedores,
entre outros), na possivel transmissdo desta infeccdo para outras espécies
domésticas, bem como a manutencdo de seu ciclo endémico também deve ser
considerada. Figueiredo et al., 2008 registraram a ocorréncia de infecgdo por
Leishmania (Leishmania) chagasi em um cachorro-vinagre, mantido em cativeiro,
reforcando a importancia destes, no decurso da transmissdao em ambiente silvestre
e do préprio cativeiro. Garcia et al., 2014 observaram que coelhos apresentavam
infeccdo assintomatica por Leishmania (Leishmania) infantum, podendo estes
animais serem reservatoérios deste parasito.

Em um estudo realizado em Portugal, por Helhazar et al., 2013, foi relatada
pela primeira vez, uma infeccdo natural em Mus musculus e Rattus novergicus,
sugerindo que estas espécies tenham uma funcdo de possivel reservatorio,
contribuindo para o ciclo de vida da Leishmania (Leishmania) infantum. A expressao
do calazar em humanos pode sofrer influéncia da caracteristica prépria da cadeia
epidemioldgica de cada espécie. O calazar africano, causado pela Leishmania
(Leishmania) donovani, afeta jovens e adultos na regido oriental da Africa, onde os

ratos sao reservatoérios do parasito (BASTOS et al., 2015).

1.3 ALEISHMANIOSE EM CAES

A leishmaniose em cdes € uma doenca antiga, entretanto, pouco estudada.
Considerados o principal reservatorio doméstico, 0 parasitismo presente na pele
desses animais tem sido associado a transmissdo a humanos, através do vetor
flebotomineo, do agente etioldgico, Leishmania (Leishmania) infantum (MOLINA et
al., 1994; GUINCHETTI 2006; QUEIROZ et al., 2011). Portanto, a eutanasia canina é
uma medida de combate a leishmaniose visceral humana, adotada pelo governo
brasileiro em areas endémicas (COURTENAY et al., 2002).

A importancia do cdo na epidemiologia da doenca nédo se restringe ao fato
deste apresentar altas prevaléncias de infeccdo quando comparadas a espécie
humana, o elevado nimero de animais assintomaticos, em torno de 60 a 80% da

populacdo infectada, também é outro fator agravante. Devido a auséncia de
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sintomas ou resultados falso-negativos em exames sorolégicos, estes animais
podem servir de fonte de infeccdo para o Lutzomyia longipalpis (SOLANO-
GALLEGO et al., 2001; FARIA & DE ANDRADE, 2012; MARCONDES & ROSSI,
2013; BARATI el., 2015). A vista disso, a eutanasia canina é considerada uma
medida controversial, uma ag¢ao de pequeno impacto na reducao de casos caninos
e humanos. Além disso, falhas tém sido atribuidas a atrasos na deteccdo e
eliminacao de cées infectados, tendéncia de substituicdo de animais infectados por
filhotes susceptiveis, bem como a baixa sensibilidade dos métodos sorologicos
empregados (VERAS et al., 2014; WERNECK, et al, 2014).

Entende-se de grande relevancia, um estudo recente que relata a
heterogeneidade da carga parasitaria em cées, relacionando-a a diferentes tecidos
e 0 decurso da doenca (COURTENAY et al., 2014). Nesse mesmo estudo foi
demonstrado que dos 42 cédes infectados, 7 foram responsaveis por >80% dos
flebotomineos infectados. Estes dados levam a refletir sobre o atual programa de
vigilancia e controle da leishmaniose visceral no Brasil, relacionada a eutanasia de
cades. A infecciosidade canina em relacdo a infectividade do vetor € sabido
aumentada com a severidade da doenca e o0 aumento de anticorpos anti-
parasitarios, mas a sensibilidade e marcadores especificos de infecciosidade n&o
foram identificados (COURTENAY et al., 2014; RODAS, 2014).

Os sinais clinicos comuns em cédes com LVC séo: pelame seco, prurido,
alopecia, areas de hipergueratose, nodulos intradérmicos, hepatoesplenomegalia,
apatia, linfoadenomegalia, onicogrifose, emaciacdo, além de sinais oculares,
dificuldade locomotora, polidipsia, apatia, vomito, diarreia, polifagia, epistaxe e
melena. Quanto aos sintomas estes sao caracterizados por febre,
hipergamaglobulinemia e anemia (FEITOSA et al, 2000; DE LIMA et al, 2005;
SCHIMMING & PINTO E SILVA, 2012).

1.4 EPIDEMIOLOGIA

A leishmaniose visceral (LV) ocorre em 69 paises, distribuidos entre todos os
continentes, com excecao da Oceania, sendo notificados anualmente, cerca de 500
mil novos casos, dos quais 90%, concentram-se na india, Nepal, Sud&o,

Bangladesh, Etiépia e Brasil. Contudo, os nimeros mencionados sdo estimativas
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pois, a notificacdo da enfermidade € compulsdria em pouco menos da metade das
nacoes afetadas (ALVAR et al., 2012; GONCALVES et al., 2013).

De grande destaque por sua consideravel distribuicdo geografica mundial, a
leishmaniose visceral humana, desde a década de 80, tem se destacado por
apresentar uma coinfeccao preocupante pelo o HIV, associada a imunossupressao
desses pacientes (MARQUES et al., 2007).

Enquanto infec¢cdes causadas por Leishmania (Leishmania) infantum em
lugares onde protocolos de controle tenham sido instituidos tém declinado, as
infeccbes causadas por Leishmania (Leishmania) donovani no subcontinente
indiano e no leste da Africa tém vitimado milhares de pessoas (READY, 2014,
VERAS et al., 2014).

Na Europa a doenca é considerada rara, embora a incidéncia tenha
aumentado significativamente na regido durante os anos 90, cerca de 700 casos
autoctones anuais sdo registrados nos paises do sul da Europa (PETERFI et al.,
2011, DI MUCCIO et al., 2015). Geralmente associada a regifes tropicais, como as
guentes e Umidas, com regular indice pluviométrico, bem como paises
subdesenvolvidos ou em desenvolvimento, ambas, leishmaniose visceral e
leishmaniose cutdnea humanas seguem também a distribuicdo geografica do vetor,
globalmente encontrado entre os tropicos, mas que também tem sido detectado em
algumas regides com invernos relativamente rigorosos, tais como: Franca, Portugal,
Russia e China (AVERSI-FERREIRA, et al, 2015).

Doencas designadas como negligenciadas, das quais: Leishmaniose visceral
(calazar) e tegumentar, dengue, leptospirose, malaria, doenca de Chagas,
oncocercose, filariose, hanseniase, entre outras, quando subdiagnosticadas clinica
ou analiticamente, ou subnotificadas, podem resultar em sérios problemas de
carater epidemioldgico, tais como surtos, epidemias e endemias (WHO, 2010; FUJI
et al., 2014). Originalmente proposto, o adjetivo “negligenciada”, embasou-se no
desinteresse das grandes industrias farmacéuticas multinacionais, na producgéo de
medicamentos voltados a consumidores considerados “n&o potenciais”. Ademais do
restrito financiamento dispensado pelas agéncias de fomento para area de pesquisa
relacionada (BISUGO et al., 2007; SOUZA et al., 2010b; WERNECK, 2011; COURA-
VITAL et al., 2014).
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Nas ultimas décadas, doencgas infecciosas e parasitarias vém emergindo ou
reemergindo no Brasil. Entre as parasitarias, merecem destague a expansao
geografica das leishmanioses tanto tegumentar quanto o0 calazar e a
esquistossomose (BOULOS, 2001; LUNA, 2002; PAZ & BERCINI, 2009). O
“calazar”, conforme denominada a doenca popularmente, tem sido considerado um
importante problema de saude publica, afetando aproximadamente 3.379 individuos
por ano, como uma taxa de incidéncia anual de 1,9 casos por 100.000 habitantes
(COURA-VITAL et al., 2014) (Figura 5). A leishmaniose visceral é considerada um
grande problema de saude publica no Brasil devido a sua alta morbi-mortalidade em
casos ndo tratados. Além disso, modificacbes ambientais provocadas pelo homem
como desmatamentos, crescimento desordenado das cidades, condicbes precarias
de habitacdo, concomitantemente com a presenca do vetor Lutzomyia longipalpis e
animais domeésticos como possiveis reservatorios, levaram a expanséo geografica e
a urbanizacdo da LV no pais (DINIZ et al., 2008; BARATA et al., 2013; CARDIM et
al., 2013; ALMEIDA & WERNECK, 2014a, SANGENIS et al., 2014).

Nas Américas, a leishmaniose visceral é autéctone em 12 paises, sendo
registrado no periodo de 2001 a 2013 o total de 45.490 casos, com média anual de
3.499 casos (Figura 6) (OPAS, 2015).

Figura 6- Casos leishmaniose visceral, segundo sub-regido, Américas, 2001-2013
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Fonte: OPAS - Informe Leishmanioses, Julho 2015.
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Em 2013, um total de 3.389 casos foram registrados em oito paises,
distribuidos entre 798 municipios (Figura 7). Os paises que concentram 0 maior
namero de casos sao: Brasil 96% (3.253), seguido do Paraguai, 3,2 % ( 107) e
Colémbia 0,4% (13) (OPAS, 2015).

Figura 7- Distribuicdo e casos de Leishmaniose Visceral por Municipio

Fonte: OPAS — Informe Leishmanioses, Julho 2015.
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1.5 METODOS PARA DIAGNOSTICO

Nos ultimos anos, enormes tém sido os esfor¢os na busca por um diagnéstico
mais acurado para a leishmaniose visceral canina (LVC), por ser o canideo
domeéstico o principal reservatério e provavel mantenedor do ciclo endémico da
doenca em humanos.

O diagnostico da leishmaniose canina € embasado em dois pontos principais:
0 primeiro em casos onde 0 cdo apresenta 0s sintomas da doenca e a analise é
realizada para confirmacao do quadro clinico. O segundo motivo seria seu emprego
em investigacbes de uma possivel infeccdo, porém direcionada a cées
assintomaticos (SOLANO-GALLEGO et al., 2009, 2011).

Métodos soroldgicos sdo utilizados em areas endémicas para leishmaniose
visceral canina em inquéritos epidemiologicos para diagnéstico e subsequente
eutanadsia de caes soropositivos. Estes testes sdo considerados sensiveis e
especificos, contudo, eles tém limitacbes para deteccdo de baixos niveis de
anticorpos e reac¢fes cruzadas com leishmaniose tegumentar canina (ABRANTES et
al, 2016).

Novas técnicas para coleta de amostras ou o desenvolvimento de novos
métodos diagndsticos foram cogitadas por diversos autores (ALMEIDA et al., 2013;
VERAS et al., 2014). Entretanto, o foco da maioria dos estudos concentra-se na
busca de novos antigenos de Leishmania (FARIA & ANDRADE, 2012; SOUZA et al.,
2012).

Alguns estudos estimam que a Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta - RIFI
apresenta uma sensibilidade em torno de 68% a 100% e especificidade em torno de
52% a 100%, enquanto o Ensaio Imunoenzimatico - EIE possui uma sensibilidade
de 91% a 97% e especificidade com taxas de 83% a 98% (BRAGA et al., 1998;
ROMERO & BOELAERT, 2010; COURA-VITAL et al., 2014, DA SILVA et al., 2014).
Entretanto, apesar da grande variedade atualmente de métodos para diagnostico
canino, que empregam diversos antigenos, ainda ndo existe um antigeno altamente
especifico e que seja empregado como um método de facil execucdo (MAIA &
CAMPINO, 2008). Diante desse panorama, auséncia de um método padrédo-ouro €
um dos obstaculos para um diagnéstico mais efetivo da leishmaniose visceral
(CHARGUI et al, 2009; RODRIGUEZ-CORTES, 2010 et al., FARIA & ANDRADE,
2012).
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Garcez et al., 2010, ratificam em seu estudo a importancia do antigeno
utilizado nos ensaios imunoenzimaticos (EIE), na identificacdo de caes sintomaticos
e assintomaticos. No referido estudo, entre dois antigenos recombinantes utilizados,
rHsp83 e rK39, o antigeno rK39 apresentou maior poder discriminatério.

Entretanto, segundo Romero & Boelaert, 2010, € preciso ser mais prudente e
optar por incluir métodos diferenciais para a constatacdo de um resultado positivo,
que podera resultar na eliminacdo de um cdo domestico. Assis et al.,, 2010,
realizaram um estudo comparativo, como amostras para analises parasitologicas
(imunohistoquimica e histoquimica) e soroldgicas (RIFI e EIE) nos tecidos do baco,
linfonodo e figado caninos. Em conjunto com essas andlises, os autores também
empregaram a reacdo em cadeia da polimerase (do inglés PCR). Embora tenha
ocorrido uma boa correlacéo entre os testes parasitolégicos e sorolégicos, 0 mesmo
ndo aconteceu com relacdo a PCR e os demais testes, mesmo tendo a PCR
apresentado uma sensibilidade de 100%. Chargui et al., 2009, realizaram um estudo
em uma area de baixa endemicidade para leishmaniose visceral canina na Tunisia,
utilizando métodos como a reacdo em cadeia da polimerase - PCR, reacdo de
imunofluorescéncia indireta - RIFI e cultura in vitro, detectou-se que dentre os casos
positivos, 50% eram assintomaticos e que em detrimento as demais técnicas,
novamente a PCR apresentou alta sensibilidade. Os citados autores enfatizam que
ensaios parasitolégicos e sorolégicos, ndo apresentam o mesmo grau de eficiéncia,
guando realizados de forma isolada e que a PCR deve ser utilizada com cautela em
campanhas epidemiol6gicas, pois esta detecta o DNA do parasita e nao
necessariamente a doenca no animal (ASSIS et al., 2010; QUEIROZ et al, 2010; DA
SILVA et al.,2014).

Uma metanalise sobre o diagndstico sorolégico da leishmaniose visceral
canina no Brasil, realizada por Peixoto et al., 2015, aponta para uma grande
heterogeneidade de prevaléncia da LVC, o que ocasiona um grande desafio no que
diz respeito ao controle dessa doenca em areas de baixa prevaléncia. Haja vista as
medidas sintetizadas que identificaram uma baixa acuracia nos testes
disponibilizados e que, em circunstancias de baixa prevaléncia, apresentaram um
desempenho menos adequado, com baixos valores preditivos positivos
(FIGUEIREDO et al., 2010; ARRUDA, 2014, TRAVI, 2014; SCHWANKE et al., 2014,
D’ANDREA et al., 2015). No referido trabalho, foi possivel observar que os estudos
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avaliados buscaram formar subgrupos de caes de acordo com o “status” clinico e a
disponibilidade de kits comerciais, ensaio imunoenzimético de antigeno bruto (CEIE)
e RIFI. Todavia, este procedimento demonstrou influenciar a escolha dos métodos
utilizados na pré-triagem dos subgrupos de animais estudados. A estratégia de
recrutamento superestima a especificidade do cEIE e da RIFI em amostras de cées
saudaveis de areas ndo endémicas. Evidencia-se também a influéncia do status
clinico com a piora da sensibilidade estimada do ensaio imunoenzimatico em cées
assintoméaticos. Entre os problemas metodoldgicos identificados no estudo, fica
evidente que os cédes foram pré-triados com relacdo ao estado de infectado ou néo,
por meio de outros testes soroldgicos, afetando a acuracia dos testes, 0s quais
poderiam ser superestimados, bem como o fato de que em alguns estudos, ndo
foram adotados os mesmos padrdes de referéncia para todos os caes (PEIXOTO et
al., 2015).

A sensibilidade e especificidade de um método diagndstico dependem de
aspectos multifatoriais, como tipo, fonte e pureza do antigeno empregado, bem
como o sistema de detecc¢do intrinseco de uma determinada tecnologia (KAR et al.,
1995; TAVARES et al., 2003, SCHWANKE et al., 2014; DA SILVA et al., 2014).
Métodos sorolégicos podem ser mais sensiveis, porém menos especificos. Além
disso, a escolha do valor do cut-off, pode n&o ser 6bvia (RODRIGUEZ-CORTES et
al., 2010, FIGUEIREDO et al., 2010; SCHWANKE et al., 2014, CHAZTIS et al,
2014).

A Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) foi por muito tempo o método
diagndstico confirmatério em inquéritos caninos. Todavia, apesar de reunir as
caracteristicas de valores elevados de sensibilidade e valores menores de
especificidade, reagbes cruzadas com outras importantes zoonoses (Leishmaniose
tegumentar americana - LTA e doenca de Chagas), limitavam a fidedignidade do
teste (GONTIJO & MELLO, 2004; ALVES & BEVILAQUA, 2004, OLIVEIRA et al,
2008; ZANETTE et al., 2013; SOLANO-GALLEGO et al., 2014, COURA-VITAL et al.,
2014; MATOS et al., 2015).

A despeito da grande variedade de métodos diagndsticos, no Brasil, os testes
sorologicos Imunoenzimaticos (EIE) e a Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta
(RIFI) (disponibilizados em kits especificos pelo Instituto de Tecnologia em
Imunobiologicos Bio-Manguinhos e autorizados pelo Ministério da Agricultura,

Pecuaria e Abastecimento - MAPA), eram recomendados e distribuidos pelo
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Ministério da Saude para a avaliacdo de soro prevaléncia em inquéritos caninos.
Entretanto, a partir de 2011, através da Nota Técnica Conjunta 01/2011, a RIFI, foi
substituida pela técnica do EIE como teste confirmatério e o0 teste
imunocromatografico — teste rapido “dual path platform”, passou a ser utilizado como
teste de triagem para leishmaniose visceral canina (TR DPP® LVC) (FARIA & DE
ANDRADE, 2012).

Em comparacdo a outros métodos como a Reacdo em Cadeia da Polimerase
(PCR) e EIE com antigeno total bruto (CEIE), os testes rapidos - TR DPP®, sdo mais
baratos e préaticos, quando executados em larga escala, sendo sua utilizacdo de
crucial importancia em areas endémicas (LIMA et al., 2010). Nas Tabelas 1 e 2,

listamos os métodos correntes para a deteccdo da LV em caes.

Tabela 1: Métodos para diagnéstico de LV em cées.

Método diagnéstico Principio da técnica Vantagem

Desvantagem

Parasitol6gico Puncéo de érgéos e Especificidade
pesquisa direta do parasito de 100%

Sensibilidade variavel,
Distribuic&o tecidual
heterogénea,

Método moroso

Imuno-histoquimica  Baseia-se na deteccgao Reprodutibilidade
direta do parasito em e resultados consistentes

seccBes coradas de tecidos

Utilizacao de
anticorpos monoclonais

como anticorpos primarios

Diagnostico molecular Amplificagdo de Método néo invasivo
PCR oligonucleotideos que formam
uma sequéncia conhecida do

parasita

Sensibilidade variavel.
Normalmente método

mais sensivel em cédes

com doenca em fase aguda

Custo elevado.

Diagnostico molecular Quantificacdo do nimero de  Monitoramento continuo
PCR em temporeal moléculas (oligonucleotideos) da amplificacdo do DNA
gPCR produzidas a cada ciclo. do parasito.

Alta sensibilidade

Custo elevado




Tabela 2: Métodos para diagnéstico sorolégicos para LV em caes
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Método diagnéstico

Principio da técnica

Vantagem

Desvantagem

Reacéo de fixacdo de

complemento

Ativacédo do sistema Realizacdo de eluatos

complemento por ligacao de sangue colhidos em
antigeno-anticorpo, papel de filtro
geracao de complexos de

ataque a membrana.

Destruicdo da membrana

celular pela ligacéo de

anticorpos anti-Leishmania

as hemécias, ocorrendo

hemolise

Em desuso (1940 e 1950)
Reacédo cruzada com
Tripanomastideos em
titulos baixos

Técnica complexa e

trabalhosa

Teste de aglutinacdo

Utilizacdo de promastigotas Facil execugédo

Padronizacéo da técnica

Direta - DAT integras testadas contra o Baixo custo e controle de qualidade
sangue de caes suspeitos Alta sensibilidade e dos antigenos bastante
de LV especificidade complexa

Elisa/EIE Adsorc¢do do antigeno de Aplicagcdo para um Desempenho relacionado
em fase sélida (placa de Elisa) grande nimero de ndo sé como o tipo de
revelagéo reacdo antigeno- amostras em um antigeno utilizado, mas
anticorpo pela acdo da pequeno espago de também com estado
peroxidase tempo. clinico do cao em teste

Reacéo de Antigenos fixados a lamina Elevada sensibilidade  Presenca de reagfes

Imunofluorescéncia

Indireta

de microscopia reagem
contra Ac de interesse
e sdo revelados por anti-Ac

marcados com fluorocromos

cruzadas com
leishmaniose tegumentar,
maléaria, doenca de
Chagas, erliquiose,

babesiose

Teste Rapido
Dual Path Platform
DPP®

Antigenos recombinantes Facil execugdo

adsorvidos a uma membrana Resultado rapido

de nitrocelulose (fase sélida)

Resultados em certos
casos limitados por
alguns antigenos, quando
utilizados isoladamente

e correlacionados ao

“status” clinico do céo




37

1.6 LEISHMANIOSE VISCERAL E A VIGILANCIA SANITARIA

Tendo em vista a gravidade dentro da salde publica de doencas ditas
“negligenciadas” e pensadas restritas a certas camadas sociais, mas nem por isso
menos relevantes, considera-se de suma importancia dentro do ambito da Vigilancia
Sanitaria, o aprimoramento e melhorias continuas de variaveis que possam influir na
reducdo ou até na quebra desse ciclo vicioso. Sendo assim, Camargo (2008),
apontou como “fatalismo tropical” a incidéncia de varias doencas que nao
necessariamente tem como regido endémica apenas zonas tropicais, entretanto, tém
uma maior prevaléncia por questdes socio econdbmicas. Desta forma, o autor
descreve também que esse panorama poderia ser revertido, significativamente, pelo
desenvolvimento econdmico e sanitario em geral ou pelo aporte pontual de recursos
especificos, tais como, melhorias no diagnostico (CAMARGO, 2008).

Através da Lei Federal n°® 6259, de 1975, que cria o Sistema Nacional de
Vigilancia Epidemiolégica e sua regulamentacdo no ano posterior, pelo Decreto n°
78.231, tornaram-se de notificacdo compulséria de casos e/ou Obitos, para todo
territério nacional, as 14 doencas, a posteriori referidas, instituida pela Portaria Bsb
314, de 27/08/1976. Sendo estas: Peste, Célera, Variola, Febre Amarela, Pdlio,
Tétano, Sarampo (casos internados), Febre Tiféide, Leishmaniose cutaneo-mucosa,
Leishmaniose visceral, Hanseniase, Tuberculose, Raiva Humana, Doenca
Meningocdcica e outras Meningites (BARBOSA et al., 2010, ALMEIDA et al., 2013).

Segundo a Organizacao Mundial de Saude, as leishmanioses sao a segunda
causa de infeccdo de maior relevancia entre as protozooses tropicais, sendo a
leishmaniose visceral responsavel por 59.000 6bitos no mundo (BRASIL, 1994; DA
SILVA, et al., 2010; BASTOS, et al., 2015), tendo sua letalidade aumentado de 3,4%
para 5,5% no periodo de 1994 a 2008 (BRASIL, 2010).

Embora a doenca seja de notificagdo compulsoria, a disponibilidade de dados
€ baseada na deteccdo de casos passivos. Em algumas areas o numero de pessoas
expostas a uma possivel infeccdo ou assintomaticas, € maior que 0 numero de
casos detectados (CAMARGO & LANGONI, 2006).

Muitas falhas sdo atribuidas a elevacdo global do numero de casos de
leishmaniose visceral em areas endémicas nos ultimos anos. Entre estas podemos

destacar: controle inadequado dos vetores e reservatoérios, ao aumento do niumero
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de casos da doenca em pacientes imunodeprimidos (ex.: coinfeccdo pela Aids),
como citado anteriormente, resisténcia do agente ao tratamento, o impacto causado
pelas alteracbes climaticas globais, que tem refletido de maneira positiva no
aumento da transmissao de diversas outras doencas vetoriais (MONTALVO, et al.,
2012).

Isso é corroborado pelos achados de Poeppl et al., 2013, que citam que uma
possivel causa do aumento consideravel no numero de flebotomineos, antes
considerados inexistentes na Austria, pode estar relacionado aos moderados
eventos climéticos, favorecidos pelo aquecimento global. Este aumento tem se
mostrado significativo, com a expansdo desses insetos em extensas areas do pais.
Flebotomineos séo tipicos da fauna Mediterranea, contudo sao amplamente
distribuidos, principalmente, por partes do Sul da Europa, mas também extra
Mediterraneo, onde podemos citar as Europas oriental e ocidental (ASPOCK, 2008).
A captura de espécies como o Phlebotomus mascittii, correlacionada com provaveis
areas de leishmaniose autoctone humana e animal em regiées da Alemanha é um
detalhe a ser ressaltado (NAUCKE et al.,2008).

No Brasil, De Oliveira et al., 2013, corroboram as observacdes de Aspock,
2008 e Fischer et al., 2011, quanto a possivel inter-relacdo entre a abundancia da
populacdo desses vetores e a sazonalidade climatica. Vale ressaltar que o
conhecimento da relacdo e da influéncia dos fatores ambientais como a flutuacéo
sazonal na populacédo de flebotomineos, faz-se necessario devido a alta incidéncia
de leishmaniose visceral (LV) no Brasil, podendo estes dados subsidiar estratégias
de controle da leishmaniose (MACEDO et al., 2008).

Goncalves et al., 2013, reiteram que a leishmaniose visceral é um desafio as
politicas de saude publica brasileiras devido a inUmeros fatores: o namero de
individuos assintomaticos ser bem mais expressivo que 0s sintomaticos, limitacdes
diagnosticas, a necessidade de acgles integradas que englobem o tratamento de
humanos infectados, a eliminacdo de cées doentes, combate ao vetor, manejo
ambiental e a vigilancia epidemioldgica.

A proibicdo através da Portaria Interministerial N°1.426, de 11 de julho de
2008, do tratamento de cades doentes com produto de uso humano ou nao
registrados no Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA), deve ser
salientada.
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Por conseguinte, a utilizacdo de quimioterapicos como o antimoniato
pentavalente, comumente utilizado em tratamento de humanos, na maioria dos
casos, ndo obteve sucesso quando utilizado em cdaes, causando até mesmo a
exacerbacéo da doenca.

A Organizagcdo Mundial de Saude — OMS, também desaprova a utilizacdo da
droga para tratamento de humanos, em animais, 0 que seria justificado por um
provavel aumento da resisténcia do parasito ao farmaco preconizado (PALATNIK-
SOUZA et al., 2001, IKEDA- GARCIA et al., 2010, AIT-OUDHIA et al., 2012, TRAVI,
2014).

Reportando-nos novamente a realidade brasileira, a correlacdo entre a renda,
educacdo e o numero de caes infectados por habitante e o risco do acometimento
pela leishmaniose visceral humana, por exemplo, em Belo Horizonte, foi endossado
por um estudo realizado por Araujo et al., 2013. Indicadores como renda e
educacdo, do indice de Vulnerabilidade a Sadde (IVS), foram significativamente
associados com o aparente risco do desenvolvimento da LV, sugerindo assim a
utilizacao desse indice no planejamento e priorizacdo de a¢Bes de controle. Neste
contexto, a ineficacia dessas acbes, quando aplicadas de forma isolada €
corroborada pelo grau de complexidade envolvido no ciclo biolégico de propagacédo
desse protozoario. Necessidade de a¢des de educacdo em saude, no que tange o
controle de leishmaniose visceral em areas endémicas, também é outra variavel a
ser considerada (ALEMU et al.,2013). O agravo da insuficiéncia de recursos
humanos, materiais e financeiros, para as acdes das vigilancias concernentes
reforca o quadro de debilidade no enfretamento desta parasitose (GONCALVES et
al., 2013; TRAVI, 2014).

Gusmao et al., 2014, relatam que no periodo de 2007 a 2011, no Brasil, de
acordo com o Sistema de Informacao de Agravos de Notificagdo Network (Sinannet),
foram notificados 19.016 casos de leishmaniose visceral humana. Ceara (2.948),
Minas Gerais (2.803), Maranhdo (2.357), Tocantins (2.177), Para (1.738), Bahia
(1.589), Sao Paulo (1.201), Mato Grosso do Sul (1.165), e Piaui (1.068). Nas ultimas
décadas tem se observado uma maior expansdo da doenca, principalmente nas
regides Norte, Sudeste e Centro-Oeste do pais (SANGENIS et al., 2014).

De acordo com dados do Sistema de Informacao de Agravos de Notificagédo
(Sinan), anualmente notificam-se, por exemplo, no estado de Minas Gerais, média

de 445 casos confirmados de LV, num levantamento entre o periodo de 2001 a 2010.
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Em um estudo realizado em Paracatu, Minas Gerais, evidenciou-se uma
maior frequéncia de acometimento de individuos do género masculino e também em
menores de 14 anos. Outro dado relevante, foi a observacdo de uma maior
notificacéo de criancas entre 1 e quatro anos de idade, o que correspondeu a 31,2%
da amostra, tendo este fato também sido evidenciado no estado no periodo de 2001
a 2010, com 43,2% dos casos confirmados, o que pode estar relacionado a uma
possivel maior caréncia nutricional e o estado imunolégico ainda em formacéao
(OLIVEIRA & PIMENTA, 2014).

Marinho et al., 2015, tracam um perfil dos estudos realizados com relacdo a
leishmaniose visceral no contexto da avaliagdo econdmica do tratamento. Relatam
que a origem dos 14 estudos selecionados, concentram-se nos mesmos cinco
paises responsaveis por 90% dos casos de LV. A india respondeu por quase 7 (50%)
artigos avaliados. Todos os artigos publicados de 1996 a 2012, basearam-se em
dados de 1988 a 2011. Como era de se esperar, a maior parte refere-se a
medicamentos, ainda que um pequeno numero de trabalhos avaliasse o0s
medicamentos mais recentes disponiveis. Na avaliacdo de métodos diagndsticos
manteve-se 0 mesmo padrdo, somente dois artigos avaliando 0os novos testes
rapidos para deteccdo da LV (MARINHO et al, 2015).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a estabilidade de amostras sorolégicas para LVC, visando a sua

implementac&o no controle da qualidade de reativos de Bio-Manguinhos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Realizar a titulacdo das amostras sorolégicas de acordo com os métodos
disponiveis e segundo a rotina de kits avaliados pelo controle de qualidade do
LACORE.

b) Avaliar uma possivel degradacdo dos anticorpos durante os ciclos de
congelamento e descongelamento desses soros, através do método
imunocromatografico - TR DPP® LVC - Bio Manguinhos, pela analise dos
resultados reagentes e nao reagentes, bem como pelo método de EIE® LVC

— Bio Manguinhos.

c) Padronizar a citometria de fluxo como ensaio auxiliar no controle de qualidade
de amostras sorolégicas para LVC, no intuito de acrescer como método
analitico na avaliacdo da qualidade das amostras empregadas na rotina dos

ensaios e avaliar a estabilidade destas.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 OBTENCAO DAS AMOSTRAS

As amostras sanguineas utilizadas no estudo foram obtidas através de uma
colaboracdo com o Laboratério de Pesquisa Clinica de Dermatozoonoses em
Animais Domésticos do Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas — INI,
oriundas de um estudo relacionado a leishmaniose visceral canina (LVC) realizado
por esta unidade. Portanto os espécimes obtidos tinham o aval do comité de ética no
uso de animais deste Instituto, segundo anexo A.

Em consonéancia com a disponibilidade do recolhimento dos cées a serem
necropsiados, na coleta realizada pelo INI, foram obtidas 17 amostras caninas
positivas para leishmaniose visceral, segundo exames parasitoldgicos realizados
pelo Instituto doador (Anexo C). Estes espécimes de sangue total com
anticoagulante e sem anticoagulante foram centrifugados a 5.000 rpm por 10
minutos no proprio Laboratério de Pesquisa Clinica de Dermatozoonoses em
Animais Domésticos. Em seguida, foram encaminhadas ao Laboratério de Controle
de Reativos — Lacore (Bio Manguinhos — Fiocruz) para realizacdo da segregacdo em
aliquotas e titulacéao.

Devido ao longo periodo de diferenca entre a coleta das primeiras 5 amostras
em relacéo as demais, estas foram divididas em dois grupos. Grupo 1 amostras: A,
B,C,D,EeFegrupo2:G H, I, J, K, L M,N,O, Pe Q, existindo uma lacuna de 18
semanas entre o término da coleta das amostras do Grupo 1 para o inicio da coleta

das amostras do Grupo 2.

3.1.1 Segregacdo em aliquotas e titulagdo de anticorpos anti-Leishmania pelo

método imunocromatografico (TR DPP LVC® - Bio Manguinhos)

Com a finalidade de uma melhor compreensdo do comportamento das
amostras quando submetidas a distintas circunstancias de acondicionamento, bem
como a ciclos de descongelamento e congelamento, o material obtido foi segregado

em aliquotas e distribuidos conforme a Tabela 3:
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Aliquotas que foram descongeladas apenas uma vez foram denominadas
“amostra controle” e foram avaliadas em conjunto com as amostras submetidas a
ciclos de congelamento e descongelamento (a temperatura ambiente) designadas

“reutilizaveis”.

Tabela 3: Distribuicdo de amostras de soro e plasma segundo temperatura de armazenamento

Amostras caninas positivas: 17 Distribuicdo das aliquotas por amostra
Temperaturas Amostras Amostras Amostras
analisadas reutilizaveis controle
-80°C (x 5) Soro 17 1 microtubo 2,0 mL 30 eppendorfs
cada amostra cada amostra
-20°C (x 2) Soro 17 1 microtubo 2,0 mL 30 eppendorfs
cada amostra cada amostra
-20°C (£ 2) Plasma 14 1 microtubo 1,0 mL 30 eppendorfs
cada amostra amostraAaF

20 eppendorfs
amostras G a Q
5°C (x3) 17 1 microtubo 2,0 mL
cada amostra

37°C (£ 2) 13 1 microtubo 1,0 mL
cada amostra

No Grupo 1, as amostras A, B, C, D, E e F foram estocadas por um periodo
total de 37 semanas, sendo o niumero de ciclos de descongelamento para o soro de
24 e de 22 para o plasma no Grupo 1 (Tabela 4) Algumas condi¢cbes de
armazenamento nao puderam ser verificadas nas amostras do Grupo 1: as amostras
A, B, E e F ndo puderam ser avaliadas a 37°C. No caso da amostra A também néo
foi possivel obter espécime plasmatico.

Com relagéo ao Grupo 2 (Tabela 4) todas as condigdes experimentais foram
realizadas e as amostras foram acompanhadas por um periodo de 12 ciclos,

entretanto, ndo puderam ser segregadas aliquotas plasmaticas das amostras G e L.
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Tabela 4: Titulos obtidos pelo TR DPP® LVC - Bio-Manguinhos, antes da armazenagem das
amostras, tempo de armazenamento (5°C e 37°C) e numero de ciclos de descongelamento de

amostras a -80°C e -20°C

Temperatura de estocagem (°C)
Amostra Tilo Numero de ciclos de Tempo de
(TR DPP® LVC) armazenamento
descongelamento
(semanas)
-80°C -20°C
5°C 37°C
Soro Plasma
A 1:1024 24 24 NR NR NR
B 1:4096 24 24 23 NR NR
C 1:512 24 24 22 24* 8
D 1:512 24 24 22 24 24
E 1:4 6 6 1 NR NR
F 1:256 24 24 20 NR NR
G 1:512 18 19 NR 19 19
H 1:2048 18 19 18 19 19
I 1:512 18 19 18 19 19
J 1:4 1 1 1 1 1
K 1:512 18 19 18 19 19
L 1:256 16 17 NR 17 17
M 1:512 16 17 17 17 17
N 1:2048 16 17 16 17 17
@] 1:2048 16 17 16 17 17
P 1.512 15 16 14 14 14
Q 1:2048 15 16 14 14 14

NR — Nao realizado

*A amostra C a temperatura de 5°C ja estava armazenada ha 37 semanas durante a realizacdo da

242 analise e ha 21 semanas, a 37°C, durante a 8% analise. Com relagdo a amostra D, o periodo total

de armazenamento foi de 37 semanas durante a realizacdo da 242 analise nas duas temperaturas.

Amostra E, apenas nos seis primeiros ciclos nas temperaturas - 80°C e - 20°C, em plasma, apenas

um ciclo. Amostra J, primeiro ciclo nas temperaturas de congelamento e apés uma semana de

estocagem.

H (Titulo plasma = 1:1024); N (Titulo plasma = 1:4096); P (Titulo plasma = 1:128)
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A titulacéo foi realizada, conforme anexo B, diluindo-se os espécimes de soro
e plasma, em soro canino negativo para LV (obtidos na Secao de Processamento de
Plasma - SEPLA/Bio-Manguinhos). As diluicbes foram analisadas pelo método
imunocromatografico - TR DPP® LVC - Bio Manguinhos. Nas amostras que
apresentaram resultado reagente até a diluicdo 1:4096, as diluicbes foram
estendidas até 1:6826, onde ndo foi observada reatividade.

Os ensaios foram realizados com suportes e tampdes de corrida (TR DPP®
LVC - Bio Manguinhos) pré-avaliados pelo Laboratorio de Controle de Qualidade de
Reativos - Lacore (Bio Manguinhos/Fiocruz) (Figura 8), tendo apresentado
resultados satisfatorios.

Durante o estudo, tanto na etapa de titulacdo, como da avaliacdo da
estabilidade, a cada substituicdo de um dos componentes do TR DPP® LVC, uma
amostra padrdo controle positiva era avaliada. Realizou-se uma diluicdo seriada
desse controle positivo, para avaliar a similaridade do perfil de reatividade
preconizado na rotina analitica dos kits diagndsticos (Figura 8).

O mesmo procedimento era efetuado quando ao término de um soro negativo

para diluicdo das amostras, uma nova amostra negativa fosse inserida nos ensaios.

Figura 8 - Suportes e tampdes de corrida TR DPP® LVC

Fonte: Laboratério de Controle de Reativos — Lacore

Perfil de reatividade amostra padrdo controle positiva preconizada na diluicdo seriada:
1:4, 1:16 = reagente;

1:64, 1.256 e 1:1024 = reagente ou nao reagente;

1:4096 = ndo reagente.
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Na etapa de titulagdo, 5 pL de cada diluicdo, por suporte, foi adicionada ao
poco 1, seguida de duas gotas do tampdo de corrida (etapa de distribuicdo da
amostra por capilaridade, ligacdo do antigeno ao anticorpo). ApOos aguardar 5
minutos, adicionou-se 4 gotas do tampé&o de corrida no poco 2 (etapa de revelagéo),
onde o conjugado de proteina A, mais particulas de ouro coloidal ligaram-se entéo
aos anticorpos especificos para Leishmania. A leitura dos suportes foi efetuada 10
minutos apos a adicdo do tampéo de corrida no poco 2 (Figura 9).

Os resultados reagentes sdo definidos pela intensidade de cor visualizada no
suporte, na area da linha teste, tendo sido utilizado um escore de 3, 2 e 1. Amostras
nao reagentes ndo apresentam nenhuma coloragéo na regiao da linha teste, apenas
na regido da linha controle, onde o escore da intensidade de cor da linha visualizada
deve ser = 2 (Figura 9).

Neste caso, por se tratar de amostras positivas, formou-se uma linha
roxa/rosa, na area teste (relativa a positividade da amostra) e outra linha roxa/rosa

na area controle, que comprova a funcionalidade do suporte.

Figura 9 - Andlise de amostras pelo teste imunocromatogréfico e tabela para leitura
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3.1.2 Etapa de avaliagdo da estabilidade de anticorpos anti-Leishmania pelo método

imunocromatografico

Condicionou-se a avaliacdo das amostras do estudo de estabilidade a diluicdo
1:16, por ser o titulo preconizado como obrigatoriamente reagente para a amostra
padrdo controle positiva, utilizada na avaliagdo do kit diagnostico TR DPP® - LCV —
Bio-Manguinhos.

As amostras estocadas em diferentes condicbes, foram testadas
semanalmente na diluicdo 1:16 (5 uL da amostra reativa para LVC + 75 uL de soro
canino nao reagente), e os resultados registrados na planilha de avaliagdo semanal
de amostras, objetivando avaliar uma possivel queda na positividade destas.

3.1.3 Titulagdo semi-quantitativa pelo método do EIE Bio-Manguinhos:

Nao foi possivel realizar uma analise semanal do titulo de anticorpos anti-
Leishmania pelo método do ensaio imunoenzimatico, como também nao foi efetuada
a titulacdo das amostras coincidentemente com o inicio do armazenamento do
material. Deste modo, foi realizada uma avaliacdo semi-quantitativa inicial, ou seja,
10 aliguotas homdlogas aquelas utilizadas nas analises pelo TR DPP® LVC
(amostras controle estocadas a -20°C) foram analisadas em um mesmo ensaio.
Contudo, estas apresentavam distintos periodos de estocagem na data da andlise.
As amostras G, H, |, J e K foram analisadas na 72 semana poés-inicio da estocagem,
os espécimes L, M, N, O, P, na 52 semana e a amostra P, na 22 semana, sendo ap0s
esse periodo novamente avaliadas a poOs varios ciclos de congelamento/
descongelamento e varias semanas de armazenamento a 5°C e 37°C.

As amostras foram diluidas: 1:64, 1:128, 1:256, 1:512, 1:1024, 1:2048, 1:4096
e 1:8192 (Figura 11) (amostras reagentes até 1:8192, as diluicbes foram estendidas
até 1:13653) em diluente de amostra. Os controles, positivo e negativo, foram
diluidos 1:100, também em diluente de amostra, aléem dos pocos apenas com a
adicdo de diluente (controle do conjugado), para avaliagdo de reacdo inespecifica.
As diluicdes foram entdo distribuidas na placa do EIE, sendo ap0s isso incubados a
37°C durante 30 minutos (Estufa Nova Etica). O passo seguinte foi executar, 6 ciclos
de lavagem das placas (tampédo de lavagem), em lavadora de microplacas (Tecan

hydro Flex). Acrescentou-se entdo 100 pL de uma solugéo de diluente de amostra
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mais conjugado + anticorpo anti-IgG canino conjugado a peroxidase em cada poco,
sendo realizada nova incubagé&o por mais 30 minutos a 37°C.

Um novo ciclo de 6 lavagens das placas foi realizado. Preparou-se uma
solucéo reagente, com diluente de substrato, cromogeno Tetrametilbenzidina (TMB)
e substrato (peréxido de hidrogénio - H202). Colocou-se 100 pL dessa solucdo em
cada poco da placa. Aguardou-se 30 minutos a temperatura ambiente. Acrescentou-
se, apos essa etapa, 50 pL de “solugado de parada” (acido sulfurico), a cada pogo da
placa, interrompendo-se a reacdo. Realizou-se a leitura em leitora de microplacas
(Tecan Sunrise - RCHISTO) utilizando-se um filtro de 450 nm (Figura 10).

Os resultados encontrados foram avaliados segundo o0s seguintes
parametros:

Controle Positivo: D.O. > 0,500;
Controle Negativo: D.O. 0,050 - 0,120;
Sem soro: ndo podera ser superior a 1,5 x D.O. obtida no controle negativo.
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Figura 10 - EIE/ELISA Teste confirmatorio
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3.2 CITOMETRIA DE FLUXO

A citometria de fluxo € uma técnica onde particulas ou células em suspenséo
passam uma a uma por um feixe de luz (em geral um ou mais lasers). Estando estas
particulas marcadas com um anticorpo conjugado a um fluorofilo, esse, ao ser
excitado pela luz, emite fétons que sao captados por detectores e transformados em
sinal eletrébnico. Com auxilio de softwares especificos podem ser determinados tanto
a positividade de um dado anticorpo de forma quantitativa em uma populacéo celular
(porcentagem) ou até em uma Unica célula ou particula (intensidade de
fluorescéncia).

A padronizacdo de uma técnica de citometria de fluxo para deteccédo de
anticorpos especificos para leishmaniose visceral canina, com o objetivo de
futuramente ser inserida na rotina do controle de qualidade de amostras do Lacore,
foi realizada utilizando-se microesferas carboxiladas, ndo magnéticas de 6.06 pm
(Bangs Laboratories Inc.), acopladas ao antigeno recombinante rk28 (Chembio
Diagnostic Systems Inc.) e anticorpos anti-IgG canino conjugados com fluorocromo
isotiocianato de fluoresceina (FITC — SIGMA/ALDRICH — whole molecule)

Os ensaios foram realizados no Laboratério de Tecnologia Diagndstica —
LATED/VDTEC (Bio-Manguinhos).

A primeira etapa da padronizacdo consistiu na adsor¢cdo do antigeno
recombinante, em diferentes concentracdes, as microesferas carboxiladas (etapa do
acoplamento antigénico).

Posteriormente seguiu-se uma etapa de titulagcdo, em que foram utilizadas
diferentes diluicdes de conjugados, soros e concentracdes de antigenos acoplados a
microesfera, partindo-se da andlise de soros previamente avaliados pela técnica
imunocromatografica (TR DPP® LVC — Bio-Manguinhos) com titulagbes alta, média
e baixa. Nesta etapa foi definida qual seria a melhor concentracdo de microesferas
acopladas ao antigeno e a diluicdo mais adequada do conjugado e da amostra.
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3.2.1 Etapa de acoplamento (adsorgdo) do antigeno rK28 as microesferas
(beads)

Foram pipetados 25 pL (12,5 mg/ microesferas carboxiladas ndo magnéticas)
(PCNO6N S/5,5% Divinylbenzene/5% MAA) em 4 tubos de microcentrifuga, conicos,
tipo eppendorf de 1,5 — 2,0 mL, sendo estes submetidos entéo a dois processos de
lavagem com 400 pL de tampédo de acoplamento (T.A) (PolyLink Coupling Buffer
50mM, pH 5,2; 0.05% Proclin® 300) intercalados com uma centrifugacdo a 1000G
por 10 minutos (Centrifuga Mini Spin Plus), ressuspendidos em 170 uL T.A. No
momento do uso, foi preparada uma solu¢cdo com 100 pL tampé&o de acoplamento
com 20 mg de EDAC - PolyLink EDAC (carbodiimide) e 20 uL desta solucdo foram
adicionados por eppendorf contendo as microesferas. Os tubos foram entéo
incubados por 15 minutos a temperatura ambiente, sob agitacdo. Esta etapa visou a
ativacdo dos grupos carboxilicos das microesferas pela carboxiimida (EDAC),
preparando-os para 0 posterior acoplamento as aminas primarias presentes no
antigeno empregado.

Para o preparo das solucdes do antigeno rk28, foram pipetados os volumes
de 41 pL, 81 pL e 122 pL do antigeno recombinante em 3 eppendorfs, onde foram
adicionados e completado o volume final de 550uL do tampdo de acoplamento,
originando as concentracdes de 100, 200 e 300 ug de antigeno, respectivamente. As
preparacdes foram entdo armazenadas de 2°C a 8 °C, durante a realizagdo do
ensaio. Apés o periodo de incubacéo dos eppendorfs contendo a solugdo de EDAC,
mais microesferas, estas foram centrifugadas (10min./1000G), sendo entéo retirado
0 sobrenadante. Acrescentou-se, 500uL solugbes de antigenos rK28 previamente
preparadas, segundo as concentracdes definidas, aos trés tubos de eppendorf
contendo as microesferas, sendo um quarto tubo mantido sem a adicao do referido
antigeno (rk28). Os tubos foram entdo incubados, 60 minutos a temperatura
ambiente, sob agitacdo. ApOs esse tempo foi realizada nova centrifugacao
(10min./1000G) para retirada do sobrenadante. Duas novas etapas de adicédo de 400
pL  de tampédo de lavagem/estocagem, intercaladas com centrifugacoes
(10min./1000G) foram realizadas. ApOs a retirada do udltimo sobrenadante, foi
adicionado 400 pL do tampéo de lavagem/estocagem. Em todas as etapas, apos a
adicdo de algum componente e anteriormente a centrifugacdo, as microesferas

sempre eram homogeneizadas no vortex (Figura 12).
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Figura 12 - Etapas adsorgdo antigénica
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Para avaliar a recuperacdo das microesferas, apds os varios processos de
centrifugacéo e lavagem, a que foram sujeitas, utilizou-se o equipamento TC20 Bio-
RAD para contagem do conteudo final (Tabela 5). Foi necessaria a realizacao de
dois acoplamentos antigénicos na concentracdo 300 pg. As microesferas acopladas
ao antigeno rK28 foram entdo estocadas de 2° a 8°C. Este antigeno, rK28, é um
gene recombinante sintético da regido da cinesina, que consiste em varias
sequéncias repetidas tandem dos genes da cinesina do heat shoch protein beta 1 -

hspbl da Leishmania (Leishmania) donovani.

Tabela 5: Contagem microesferas no equipamento TC20 Bio-RAD

Concentragao antigénica rK28 Contagem microesferas/mL
100 g 6,9 x 106
200 pg 8,28 x 10°¢
1° acoplamento 2° acoplamento
300 pg 7,35 x 10¢6 2,06 x 107
Tubo sem proteina 1,05 x 107

3.2.2 Etapa de titulacdo e definicdo das concentracdes de microesferas acopladas e
diluicdes de soros caninos para LV e conjugado

Com as microesferas ja adsorvidas ao antigeno, foram pipetados os referidos
volumes 4,3 uL, 3,6 pL e 4,1 pL, das respectivas concentra¢cdes antigénicas, 100,
200 e 300 pg em 9 tubos, por concentracdo de antigeno para andlise, em
eppendorfs conicos de 1,5 — 2.0 mL (Tabela 6). Como foram analisadas 3 amostras
sorologicas por concentracdo antigénica, avaliou-se um total de 27 tubos, sempre
homogeneizados no vortex, apos adicdo das amostras e pré centrifugacao.
Adicionou-se 500 L tampao de lavagem (Tampéao de lavagem PBS 1X + 1% BSA +
0,02% de Tween 20 + 10% de &zida sddica) produzido “in house” pelo Laboratério
de Tecnologia Diagnéstica — LATED. Depois de homogeneizados, os eppendorfs
foram centrifugados a 1200G durante 5 minutos (Centrifuga Eppendorf 5415 R).
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Retirou-se entdo o sobrenadante adicionando-se 50 pL do tampé&o de lavagem (T.L)
+ 50 pL dos soros nas diluigdes 1:200, 1:400 e 1:800 (diluigao final: 1:400, 1:800 e
1:1600, respectivamente). As amostras foram incubadas 15 minutos a 37°C, sob
agitacao de 600 rpm (Thermo Shaker PST — 60 HL Plus). Acrescentou-se 400 uL de
T.L., homogeneizou-se no vortex. Centrifugou-se as amostras a 1200G por 5
minutos, retirando-se logo apdés o sobrenadante. Apos adicionar 500 pL de T.L, foi
efetuada nova centrifugacdo, sendo retirado o sobrenadante. Foram entdo
acrescidos 100 pL do conjugado nas diluicbes 1:100, 1:200 e 1:400 (anticorpo anti-
IgG canino FITC/SIGMA ALDRICH) (Tabela 6). Os tubos foram novamente
incubados a 37°C durante 15 minutos, sob a agitacdo de 600 rpm. Pds-incubacao,
foram acrescentados 400 pL de T.L, sendo os frascos homogeneizados no vortex e
centrifugados a 1200G por 5 minutos. Apdés a centrifugacdo o sobrenadante foi
retirado e as amostras ressuspendidas com 200 pL de Isogen (sheat fluid), sendo

transferidas para tubos proprios para a realiza¢do da leitura no citbmetro (Figura 13)

Figura 13 Etapa titulagdo microesferas adsorvidas em diferentes concentra¢des
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Tabela 6: Titulacdo antigeno rk28, soro canino positivo e negativo LV e conjugado (antig-lgG canino
+ FITC)

Microesfera + conc. Ag rk28 Soros dil. final Conjugado

100 pg 1:400 1:100
1:200
1:400
1:800 1:100
1:200
1:400
1:1600 1:100
1:200
1:400

200 pg

300 g

Posteriormente a definicdo da concentragdo de 300 pg do antigeno rk28
adsorvida a microesfera, uma segunda titulacao foi realizada dessa vez utilizando-se
diluicdes de soro de 1:800 e 1:1600 e de conjugado nas diluicdes de 1:200 e 1:400
para ajustar a melhor diluicdo soro/conjugado, que foram testadas em 4 amostras
distintas (Tabela 7):

Tabela 7: Titulacdo para melhor adequar o binémio soro canino para LV e conjugado ( anti-lgG canino+
FITC

Microesfera + Ag rK28 Soros Conjugado
1:800 1:200
300 ug 1:400
1:1600 1:200
1:400

A diluicdo do soro a 1:800 e do conjugado 1:400 foram definidas como as

mais adequadas.
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3.2.3 Ensaio com concentracao antigeno rK28, diluicdo do soro canino para LV e
conjugado padronizados

Definida a concentracdo do antigeno adsorvido, a diluicdo do soro e a
diluicho do conjugado, puderam ser iniciados 0S ensaios com as amostras
armazenadas em diferentes temperaturas.

Os ensaios foram realizados com as amostras as temperaturas de -20°C (z
2), 5°C (= 3) e 37°C (x 2), utilizando-se amostras dos Grupos 1 e 2. Entretanto, as
amostras A, B e F ndo puderem ser avaliadas a 37°C (x 2) por ndo possuirem
aliquotas estocadas a essa temperatura.

A cada ensaio realizado, um controle positivo (microesfera ndo acoplada +
pool de soros positivos + conjugado), um controle negativo (microesfera acoplada +
pool de soros negativos + conjugado) e um controle sem soro (microesfera acoplada
+ conjugado) foram utilizados.

Um volume de 4,1 yL de microesferas acopladas na concentracédo de 300 ug
de antigenos foram pipetados em tubos coénicos tipo eppendorf de 1,5 — 2,0 mL,
tanto para os controles, como para amostras, exceto para o pool de controle
positivo, onde as microesferas ndo continham o antigeno recombinante em que
pipetou-se o volume de 2,9 pL. Os ensaios foram realizados como descrito na etapa
da titulacao, item 3.2.2. (Figura 14).

Figura 14 - Ensaio
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3.3 ANALISE ESTATISTICA

A analise dos resultados foi realizada no programa GraphPad Prism 5. Para a
comparacao de amostras pareadas testadas em diferentes periodos de tempo e/ou
diferentes temperaturas utilizamos o teste ndo paramétrico de Wilcoxon. Nas
andlises de citometria de fluxo que envolveram a comparagdo entre diferentes
grupos de soros e controles internos foi utilizado o teste ndo paramétrico de Mann
Whitney. As analises de correlacdo foram realizadas utilizando-se o teste de
correlacdo de Spearman. Foi adotado um intervalo de confianca de 95% e as
diferencas foram consideradas significantes quando encontrados valores de
p <0,05.
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4 RESULTADOS

Os resultados que compdem a corrente dissertacdo podem ser separados em
duas etapas. Primeiro, relatamos os resultados obtidos com a titulacdo de anticorpos
e posterior analise de amostras pelo teste rapido e as analises por EIE. As amostras
sofreram 24 ou 12 ciclos de descongelamento. Na segunda parte dos resultados
descrevemos um ensaio utilizando a citometria de fluxo, desenvolvido para a
avaliacdo da positividade de amostras caninas de soro para deteccao de anticorpos

da classe IgG anti-Leishmania, especificos para o antigeno rK28.

4.1 TITULACAO DE ANTICORPOS ANTI-LEISHMANA EM AMOSTRAS CANINAS
DE SORO E PLASMA PELO METODO TR DPP® LVC

O primeiro passo do estudo foi realizar a titulagdo das amostras de soro e
plasma através do método TR DPP® LVC-Bio Manguinhos (Figura 15). A avaliacédo
do titulo foi necessaria para verificar possiveis diferencas intrinsecas entre as
amostras obtidas. De fato, ao analisa-las individualmente observou-se uma larga
variacdo entre os titulos obtidos, tendo sido observado um titulo minimo de 1:4
(amostras E e J) e um valor maximo de 1:4096 (amostra B e N). As amostras
homologas de soro e plasma na maioria dos casos obtiveram a mesma titulacao,
com excecdo das amostras H, N e P. A amostra N apresentou uma titulacdo mais
alta no plasma que no soro, diferentemente de H e P, que apresentaram maior
titulacdo no soro. Quanto as amostras A, G e L néo foi possivel obter espécime de
plasma. Quando analisamos comparativamente a distribuicdo dos titulos
mensurados nas amostras de soro e de plasma, pdde-se observar que ndao houve
diferenca estatisticamente significante, sendo as medianas de cada grupo similares,

bem como os valores de percentil e min./méax (Figura 16).
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Figura 15 - Titulacdo de anticorpos anti-leishmania em amostras caninas de soro e plasma pelo TR
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4.2 ENSAIO DE ESTABILIDADE

A fim de avaliar a estabilidade das amostras de soro foram realizados ciclos
de congelamento e descongelamento (-80°C e -20°C), bem como avaliacdo do
periodo de armazenamento de amostras a temperatura de refrigeracdo de 5°C e a
37°C. Uma possivel queda na titulacdo das amostras reutilizaveis foi desta forma
avaliada em distintos ciclos de congelamento e descongelamento e apds diferentes
periodos de estocagem.

Para o0s ensaios de estabilidade foi inicialmente realizado o meétodo
imunocromatografico e posteriormente foram realizados testes de ELISA (EIE) para

amostras previamente selecionadas.

4.2.1 Avaliagéo da estabilidade de amostras ap0s diferentes ciclos de
descongelamento pelo método imunocromatogréafico — TR DPP® LVC

O estudo da estabilidade das amostras congeladas foi acompanhado pelo
descongelamento de aliqguotas homodlogas controle, que foram descongeladas uma
Unica vez.

Conforme demonstrado na Figura 17, todas as amostras de soro que
apresentavam titulacdo de anticorpos mediana (=1:256 e <1:1024) ou alta (= 1:1024)
antes do congelamento (amostras A a Q), ainda apresentavam resultado reagente
até o ultimo ciclo de descongelamento avaliado (24 ciclos e 12 ciclos) quando
acondicionadas a -80°C (x 5). Entretanto, as duas amostras de baixa titulacdo
testadas (<1:16), apresentaram resultados ndo reagentes no primeiro (amostra J) e
no sexto ciclo de descongelamento (amostra E).

Observamos os mesmos resultados obtidos com as amostras acondicionadas
-20°C (% 2), onde, com excecdo das amostras de baixa titulacdo (E e J) todas as
demais amostras de soro ainda apresentavam resultado reagente até o 24° e 12°
ciclos de congelamento e descongelamento (Figura 18).

Os mesmos resultados foram observados pela avaliagdo das aliquotas
controle descongeladas uma Unica vez e estocadas pelo mesmo periodo de tempo a
-80°C e a -20°C (dados ndo mostrados). Desta forma foi possivel observar

claramente que, nas circunstancias de estocagem a -80°C (x 5) e a -20°C (x 2) os
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espécimes reutilizaveis e controle, apresentaram o mesmo desempenho no perfil de
reatividade quando avaliados pelo TR DPP® LVC, indicando que as duas condicdes
de armazenamento sdo, em principio, bastante similares.

Os ensaios imunocromatrograficos realizados com amostras a 5°C nao
apresentaram resultados divergentes quando comparados as amostras
armazenadas a -80°C e -20°C. Com relacdo aos espécimes armazenados a 37°C,
além das amostras E e J que ja apresentavam baixos titulos, sendo por isso nao
reagentes, a amostra C negativou na 82 analise, ou seja, na 212 semana de

armazenamento.

Figura 17: Ensaio de estabilidade de anticorpos anti-Leishmania das amostras de soro armazenadas
a -80°C seguido de 1, 6, 12 e 24 ciclos de congelamento e descongelamento. As andlises foram

realizadas pelo método imunocromatogréfico TR DPP® LVC - Bio Manguinhos
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Figura 18: Ensaio de estabilidade de anticorpos anti-Leishmania das amostras de soro armazenadas
a -20°C seguido de 1, 6, 12 e 24 ciclos de congelamento e descongelamento. As andlises foram

realizadas pelo método imunocromatografico TR DPP® LVC - Bio-Manguinhos
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4.2.2 Avaliagédo da estabilidade de amostras estocadas a diferentes temperaturas

pelo método de ensaio imunoenzimatico - EIE LVC.

As 10 aliquotas analisadas pela técnica do EIE, (G, H, I, J, K, L, M, N, O e P)
foram tituladas inicialmente, a partir de aliquotas controle (descongelamento Unico,
armazenadas a -20°C) e posteriormente ensaiadas, utilizando-se amostras
“reutilizaveis”, ou seja, espécimes (- 80°C e - 20°C) que foram submetidas a varios
ciclos de congelamento e descongelamento, ou estocadas por diferentes periodos
as temperaturas de 5°C e 37°C (Tabela 8)

Comparando-se os titulos obtidos nas amostras controles estocadas a -20°C
com as que foram descongelas apés 16, 17 ou 18 ciclos de congelamento/
descongelamento podemos observar que os titulos se mantiveram (teste néo

paramétrico de Wilcoxon para amostras pareadas p=0,1736), demonstrando que 0s



anticorpos permanecem estaveis nesta temperatura mesmo apos terem sido
descongelados varias vezes, exceto as amostras L, N e P que apesar de terem seus
titulos alterados ainda permaneciam com alta positividade.

Considerando-se as temperaturas, nas amostras estocadas pelo mesmo
periodo de tempo a 5°C ou 37°C observamos uma nitida queda nos titulos das
amostras estocadas a 37°C (teste ndo paramétrico de Wilcoxon p=0,0156).

Tabela 8: Titulacdo de anticorpos anti-Leishmania em amostras de soro canino pelo método EIE

Amostras Primeira Titulo Titulo Titulo Titulo
Titulac&o -80°C -20°C 5°C 37°C
-20°C
Apbs Apés Apbs Apbs Apbs
7 semanas 19 ciclos 20 ciclos 24 semanas 24 semanas
G 1: 4096 1: 4096 1:4096 1:2048
H 1:8192 1:8192 1:8192 1:4096 1:2048
| 1:8192 1:8192 1:8192 1:4096 1:4096
J 1:128 1:64 1:128 1:64
K 1:8192 1:8192 1:8192 1:8192 1:2048
Apbs Apés Apbs Apbs Apbs
5 semanas 17 ciclos 18 ciclos 22 semanas 22 semanas
L 1:2048 1:1024 1:1024 1:512
M 1:8192 1:8192 1:8192 1:4096
N 1:4096 1:4096 1:2048 1:512 1:512
(@] 1:8192 1:8192 1:8192 1:4096 1:4096
Apos ApOs Apos Apos Apos
2 semanas 16 ciclos 17 ciclos 18 semanas 18 semanas

P 1:4096 1:4096 1:2048 1:1024

Os retangulos representam amostras estocadas a -20°C em que observou-se queda da
titulagdo apods 17 e 18 ciclos de congelamento e descongelamento. As elipses circundam amostras
estocadas pelo mesmo periodo de tempo em que observou-se queda do titulos nas amostras

estocadas a 37°C quando comparadas as mesmas amostras estocadas a 5°C.
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4.3 CITOMETRIA DE FLUXO

Ap0s obtermos os resultados com o método convencional para o diagndéstico de
LVC, verificamos a possibilidade de utilizarmos a técnica de citometria de fluxo para
a mesma finalidade. Conforme descrito anteriormente, microesferas foram acopladas
com antigeno rkK28 (mesmo antigeno empregado no TR DPP® LVC) e incubadas
com as amostras de soro armazenadas a -20°C, 5°C e 37°C. No caso das amostras
estocadas a -20°C, estas foram descongeladas uma Unica vez, no dia da anélise.

As 17 amostras previamente tituladas pelo método imunocromatografico TR
DPP® LVC conforme demonstrado na tabela 4 (material e métodos) foram avaliadas
de acordo com o grau de reatividade dos soros como de baixa (<1:16; Soros E e J),
média (21:256 e <1:1024; Soros C, D, F, G, |, K, L, M e P) ou alta titulagao (= 1:1024;
Soros A, B, H, N, O e Q). Os resultados obtidos com essa metodologia estédo
ilustrados nas figuras 19 e 20. Com essa técnica foi possivel determinar a
positividade ou negatividade da amostra e também distinguir e quantificar através da
intensidade de fluorescéncia soros altamente reativos de medianos ou fracamente
reativos (Figura 19). Quanto a estabilidade, podemos observar que a temperatura de
armazenamento influenciou na intensidade de fluorescéncia de forma significativa e
que o armazenamento a -20°C obteve médias mais altas quando comparado as
outras temperaturas (Figura 20).



Count

Count

Count

100

100

80

60

20

Anti IgG-FITC

o}
Tit 1:2048

Tit 1:512

=
107
Anti IgG-FITC

65

Figura 19: Histograma com intensidade de

fluorescéncia a diferentes temperaturas.

Histogramas demonstrativos das intensidades
de fluorescéncia obtidas apds a incubacao das
microesferas (beads) acopladas ao antigeno
rkK28 com soros de alto (A), médio (B) e baixo
(C) titulos de anticorpos especificos anti-rk28.
Em azul estdo representas as marcacoes
obtidas com soro estocado a -20°C, em verde
0 mesmo soro estocado a 5°C e em vermelho
a amostra estocada a 37°C. Como controles
internos de cada marcacdo foram utilizadas
microesferas acopladas ao antigeno sem
adicdo de soro (preto), microesferas acopladas
ao antigeno e incubadas com um pool de
soros negativos (linhas tracejadas) e
microesferas ndo acopladas incubadas com

um pool de soros positivos (cinza).

H 37°C

H 5°C

W -20°C

W Beads+Ag

1 Beads+Ag+Pool neg
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Figura 20: Intensidade média de fluorescéncia (MFI) para anticorpos IgG especificos para o antigeno
rK28, obtidas com soros que apresentavam baixa (<1:16; n=2), média (=1:256 e <1:1024; n=9) ou alta

(21:1024; n=6) titulacao de anticorpos especificos para o antigeno rk28 pelo método TR DPP® LVC.

# diferente dos soros de titulacdo média estocados a 37°C e § diferente do grupo controle com pool
de soros negativos - Teste de Mann Whitney p<0,05
* diferencas entre os mesmos soros estocados a diferentes temperaturas - analise de amostras

pareadas pelo teste Wilcoxon p<0,05
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Por fim, avaliamos a possibilidade de correlacdo entre os titulos dos soros e a
intensidade de fluorescéncia média, com o objetivo de aferirmos a capacidade do
ensaio em aferir e determinar titulo de anticorpos. Independente do tempo de
armazenamento, a correlacdo em todas as trés condi¢fes foi significativa (Figura
21).
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Figura 21: Correlagdo entre o titulo dos soros obtidos pelo método imunocromatografico TR DPP®

LVC e as intensidades médias de fluorescéncia (MFI) obtidas com os mesmos soros, estocados em

diferentes temperaturas.
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5. DISCUSSAO

Armazenamentos por longos periodos de tempo e a conduta de congelar e
descongelar amostras de soro deve advir do conhecimento do impacto desses
procedimentos para cada classe de anticorpo e tipo de ensaio utilizado, para garantir
que o0s resultados obtidos em estudos prospectivos sejam fidedignos
(KRONENBERG et al, 1994).

Estudos realizados com imunoglobulinas 1gG e IgM em soros de pacientes
com sifilis relata a preocupacdo com mudltiplos ciclos de congelamento e
descongelamento impactando na deteccéo desses anticorpos. Existe a preocupagao
de que a desnaturacdo dessas imunoglobulinas possa ocorrer e afetar os resultados
de um determinado ensaio por danificar fisicamente o anticorpo de interesse
(CASTRO & HEATHER, 2013).

Atualmente, temos como protocolo de diagnéstico para LVC canina o teste TR
DPP® LVC como triagem e o EIE LVC como teste confirmatorio. A positividade para
ambos os métodos de diagnostico sorolégicos é mandatéria para a retirada dos
animais da area endémica e posterior eutanasia, como mecanismo de controle da
doenca e uma forma de se evitar 0 aparecimento de casos humanos. Desta forma, é
imprescindivel que esses imunobiolégicos sofram um rigoroso controle de qualidade
ja que falhas ocorridas em resultados por essas metodologias podem levar a
eliminacdo de animais ndo infectados (falso positivos), e, por outro lado, néo
detectar casos positivos (falso negativos) (FARIA & DE ANDRADE, 2012).

A avaliacdo semiquantitativa do titulo das amostras empregadas no controle
de qualidade faz-se necessaria por diferentes métodos, paralelamente a aquisicao
desses espécimes, bem como ao longo do seu periodo de estocagem, tendo em
vista a escassez de trabalhos voltados para o comportamento de anticorpos em
ensaios imunologicos, quando submetidos a distintas condicdes ambientais.

Nossos resultados demonstraram que amostras de soro congeladas nas
temperaturas de -80°C e -20°C (Figuras 16 e 17) permanecem estaveis com relacéo
a sua positividade pelo teste de triagem TR DPP® LVC mesmo ap6s um numero
elevado de ciclos de congelamento e descongelamento (12 a 24 ciclos), exceto para
soros com baixa titulagdo como no caso dos soros E e J. Nesse caso ndao podemos

descartar o fato de que a leitura do teste foi realizada por observacgao visual da linha
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positiva no suporte, onde ocorre a revelacdo da ligacdo Ag-Ac, 0 que torna a
avaliacado de certo modo subjetiva, principalmente na avaliacdo de uma amostra de
baixa positividade. Por outro lado, a amostra J também foi avaliada pelo teste
confirmatorio EIE LVC em que também demonstrou baixa positividade além de
resultado ndo reagente quando estocada a 37°C por 24 semanas (Tabela 8). Esses
resultados nos advertem para a necessidade de utilizarmos soros com titulos altos
nos ensaios de controle de qualidade e que os mesmos sejam reavaliados quanto a
sua reatividade ap6s um numero pré-estabelecido de ciclos de congelamento e
descongelamento a fim de minimizar possiveis quedas e negativacdes do mesmo,
que poderiam afetar nos testes de controle e validacdo dos referidos Kkits
diagnoésticos. Além disso, nos alertam para a possibilidade do teste de triagem
fornecer resultados falso negativo ja que os animais E e J eram comprovadamente
positivos para LVC visto que apresentaram cultura parasitolégica positiva em
diferentes tecidos, conforme demonstrado no anexo C.

Por outro lado, através da utilizacéo do teste de Elisa (EIE LVC) a amostra J,
gue se mostrou néo reativa no TR DPP® LVC ja no primeiro ciclo de congelamento e
descongelamento, ainda permanecia positiva pelo teste EIE LVC mesmo apos 20
ciclos de congelamento e descongelamento, demonstrando a maior sensibilidade
desta técnica. Este € um dos motivos pelos quais Coura-Vital et al, 2014, sugerem
uma mudanca no protocolo atual aconselhado pelo Ministério da Saude, onde o
teste EIE LVC seja adotado como método de triagem e o TR DPP® LVC como
método confirmatario.

Com relacdo as temperaturas de armazenamento, ficou claro, pelos nossos
resultados com o EIE LVC, que a estocagem das amostras sem congelamento (a
5°C ou a 37°C) tém um impacto grande no titulo de anticorpos das amostras,
principalmente no caso da estocagem a 37°C em que soros com titulos altos apos o
congelamento ndo sO6 diminuem seus titulos, como pode mesmo perder sua
positividade. Este é um ponto importante a ser levantado em inquéritos soroldgicos,
como a amostra foi coletada e armazenada, jA que esta variavel pode resultar em
resultados falso negativos.

E importante também citar um estudo realizado por D’Andrea et al, 2015 que
demonstra que a utilizacdo dos referidos métodos diagndsticos preconizados para
inquéritos caninos, quando utilizados em &reas de baixa endemicidade, tém

apresentando resultados discordantes.
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Tendo em vista uma enorme gama de artigos que atestam a necessidade de
melhorias com relacdo as técnicas atualmente utilizadas no diagnostico da
leishmaniose visceral, tanto em caninos, como em humanos, a citometria de fluxo
aparece como um método sensivel e especifico capaz de auxiliar ndo apenas no
diagnéstico, como também no controle de qualidade de amostras para esse fim.

O emprego da citometria de fluxo no diagnéstico de doencas como Malaria,
leishmanioses e doenca de Chagas, causadas por protozodrios intracelulares
obrigatorios, que embora de forma distinta, constituem um grande problema de
saude publica, é ainda utilizada de modo incipiente em comparacdo aos métodos
tradicionais de diagnostico sorolégico. Muitas vezes, as técnicas soroldgicas
utilizadas no diagnostico dessas doencas baseiam-se na deteccdo de anticorpos,
sem a distincdo da espécie envolvida. A sensibilidade torna-se variavel devido a
correlacdo em parte com o tempo de evolugdo da doenca, tendo a especificidade,
em alguns casos, limiares aquém do desejado. Tal situacao evidencia a existéncia
de uma lacuna a ser preenchida por métodos que apresentem melhor sensibilidade
e especificidade. A citometria de fluxo seria uma alternativa no preenchimento desta
lacuna j& que poderia ser aplicada no diagnéstico dessas doencas objetivando nao
s6 a deteccdo de anticorpos como, em algumas situacbes a identificacdo de
antigenos (SALES & VASCONCELOS, 2013, p. 569-570). Uma técnica desenvolvida
por Andrade et al, 2007, utilizando a citometria de fluxo e subclasses de IgG, foi
capaz de distinguir entre caes vacinados e caes infectados, o que ndo ocorre com
métodos como EIE e RIFI, mais uma vez constatando a grande utilidade da
citometria de fluxo como um ensaio promissor na identificacdo dessa protozoose.

Microesferas  magnéticas recobertas com  antigenos, separacdo
imunomagnética e citometria de fluxo para deteccdo de anticorpos especificos para
Leishmania, caracterizou a técnica desenvolvida por Souza et al., 2013b. Através de
um ensaio imunofluorescente, utilizando microesferas, de tamanhos distintos,
adsorvidas com dois antigenos recombinantes diferentes de Leishmania (rK39 e
LicTXNPx), alcancaram um alto “score” entre ambos os cades sintomaticos e
assintomaticos, para todos os antigenos utilizados (SOUZA et al, 2013b), os quais
foram recentemente comprovados serem ferramentas praticas Uteis na deteccéo das

formas clinicas e subclinicas da infec¢ao canina por Leishmania.
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Tais achados justificam a utilizagdo da citometria de fluxo como método
pertinente na pesquisa de anticorpos anti-Leishmania ou como técnica auxiliar na
caracterizacdo de amostras para o controle de qualidade.

No corrente trabalho, a citometria de fluxo, apesar de ser uma técnica, ainda
que nao inovadora, é, todavia, pouco utilizada. Geralmente, o método utiliza
parasitos integros, neste caso empregou-se microesferas carboxiladas adsorvidas
com o antigeno recombinante K28, o mesmo utilizado no teste TR DPP® LVC. Esta
metodologia, executada em paralelo com as demais técnicas preconizadas no
algoritmo de diagndstico para LVC, demonstrou grande sensibilidade e
especificidade ja que o resultado é avaliado pela média de intensidade de
fluorescéncia mensurada na amostra, que por sua vez é diretamente proporcional a
relacdo correspondente a ligacdo antigeno (Ag) anticorpo (Ac). Essa capacidade de
mensuracgao foi claramente demonstrada em nosso ensaio (Figura 20), reforcando a
capacidade da citometria de fluxo como método quantitativo. Ademais, os resultados
com essa técnica demonstraram claramente o efeito da temperatura de
armazenamento na queda de titulacdo das amostras, indicando sua grande
sensibilidade. Desta forma, esta seria uma ferramenta interessante e de facil
execucao ndo s6 como método de diagndstico, mas também como controle interno

de amostras utilizadas em ensaios de controle de qualidade.
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6. CONCLUSAO

1. Considerando-se os resultados encontrados pelos diferentes métodos, podé-se
observar que o comportamento das amostras quando submetidas a varios ciclos de
congelamento/descongelamento e a diferentes temperaturas, tém comportamento
diferenciado de acordo com a técnica utilizada.

2. O TR DPP® LVC é um método de diagnostico baseado na leitura visual do
suporte, onde ocorre a revelacédo da ligacdo Ag-Ac, o que torna a avaliacdo de certo
modo subjetiva, podendo revelar falsos resultados negativos em amostras com
baixos titulos de anticorpos.

3. No que concerne ao ensaio imunoenzimatico (EIE LVC) verificou-se, a principio,
ser uma técnica mais “sensivel”’, com relagdo a avaliagdo de amostras expostas a
condicbes ambientais adversas, apresentando um decaimento mais expressivo no
titulo de anticorpos.

4. A citometria de fluxo utilizando microesferas carboxiladas adsorvidas com
antigeno recombinante de Leishmania demonstrou ser uma técnica bastante viavel
para a avaliacdo qualitativa e quantitativa de anticorpos presentes em amostras
caninas positivas e negativas para LV e que sem duvida merece uma maior atencao

e aprimoramento.
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ANEXOS
ANEXO A — LICENCA DO COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA)

Ministério da Salde

CEUA
Fiocruz

FIOCRUZ
Fundacao Oswaldo Cruz
Vice-presidéncia de Pesquisa e Comissao de Etica

P ; " q. no Uso de Animais
Laboratérios de Referéncia
LICENCA LW-54/13

Certificamos que o protocolo (P-40/13-2), intitulado "HIBRIDIZACAO IN SITU NO DIAGNOSTICO DE
INFECCAO POR Leishmania infantum EM CAES DOMESTICOS
", sob aresponsabilidade de FABIANO BORGES FIGUEIREDO, atende ao disposto na Lei 11794/08, que
dispbe sobre o0 uso cientifico no uso de animais, inclusive aos principios da Sociedade Brasileira de
Ciéncia em Animais de Laboratorio (SBCAL). A referida licenca ndo exime a observancia das Leis e
demais exigéncias legais na vasta legisla¢céo nacional.
Esta licenca tem validade até 02/12/2017 e inclui o uso total de:

Canis familiaris
- 75 Machos.
- 75 Fémeas.

Rio de Janeiro, 2 de dezembro de 2013

Octavio Augusto Franca Presgrave
Coordenador da CEUA

Comisséo de Etica no Uso de Animais
Vice-presidéncia de Pesquisa e Laboratérios de Referéncia - Fundagédo Oswaldo Cruz
Av. Brasil, 4036 - Prédio da Expanséo - sala 200 - Manguinhos - Rio de Janeiro / RJ
Telefone: (21) 3882.9121  e-mail: ceua@fiocruz.br



ANEXO B — PLANILHA TITULACAO DE AMOSTRAS PELO METODO
IMUNOCROMATOGRAFICO

N° Lote amostra:
Aliquota (S/P):
Titulagdo inicial:
Ciclo de descong.: 0

Data:

Diluicao Int.  Linha
Teste

1:4 =

1:32=

1:64 =

1:128 =

1:256 =

1:512 =

1:1024 =

1:2048 =

1:4096 =
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ANEXO C — RESULTADO PARASITOLOGICO CANINO EM VARIOS TECIDOS —
INSTITUTO NACIONAL DE INFECTOLOGIA EVANDRO CHAGAS - INI

Cultura Parasitolégica

Prontuario Nome Local Data Med. | Pele | Frag. Frag. Figado Laudo
(Amostra) Necrépsia | 6ssea baco | linfonodo

14015 Frederico | Barra 03/06/15 2 1 2 1 2 Positivo
(A) Mansa

14016 Dog Barra | 03/06/15 1 2 2 2 1 Positivo
(B) Mansa

14032 Lobo Barra | 17/06/15 1 1 2 1 1 Positivo
(© Mansa

14033 Ledo Barra | 17/06/15 1 1 1 1 1 Positivo
(D) Mansa

14038 Tobi Barra | 18/06/15 1 1 1 1 1 Positivo
(E) Mansa

14039 Neguinho | Barra | 18/06/15 2 2 1 1 1 Positivo
(3] Mansa

14190 Pongo Barra | 22/10/15 2 1 1 1 1 Positivo
(G) Mansa

14191 Pitoco Barra | 22/10/15 2 1 1 1 1 Positivo
(H) Mansa

14192 Lili Barra | 22/10/15 2 1 1 1 1 Positivo
) Mansa

14195 Max Barra | 23/10/15 2 2 2 1 2 Positivo
J) Mansa

14196 Sheik Barra | 23/20/15 1 1 1 1 1 Positivo
(K) Mansa

14206 Zeus Barra | 05/11/15 1 1 1 1 1 Positivo
(L) Mansa

14207 Pacoquita | Barra | 05/11/15 1 1 1 1 1 Positivo
(M) Mansa

14208 Tony Barra | 06/11/15 2 1 1 1 1 Positivo
(N) Mansa

14209 Barbie Barra | 06/11/15 1 1 1 1 1 Positivo
(0) Mansa

14229 Jade Barra | 25/11/15 1 1 1 1 1 Positivo
(P) Mansa

14230 Nero Barra | 25/11/15 2 1 2 2 2 Positivo
(Q) Mansa

Legenda: 1- Positivo

2- Negativo




