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RESUMO

A Leishmaniose visceral (LV) é uma zoonose que ocorre nas regides subtropicais
e tropicais. A Leishmaniose tegumentar americana (LTA) causada por Leishmania
(Viannia) brazliensis € uma zoonose amplamente distribuida no territorio brasileiro. A
leishmaniose visceral canina (LV) se caracteriza por caguexia progressiva, anemia,
febre intermitente, linfadenomegalia generalizada e lesGes cutaneas (dermatite
exfoliativa, Ulceras e alopecia). A LTA canina, se caracteriza pela presenca de leséo
cutanea ulcerada que costuma ser Unica, localizada nas orelhas, nariz, bolsa escrotal
emembros. O objetivo deste trabalho foi investigar a ocorréncia de reagdes cruzadas dos
soros hiperimunes de coelho anti-Leihsmania (Leishmania) chagasi e anti-Lethsmania
(Viannia) brazliensis utilizados como soro primério na reacdo de imunohistoquimica
(IHQ) no diagnostico das leishmanioses caninas. Foram estudados 10 fragmentos de
lesbes cutaness, incluidos em de parafina, de cdes com LTA, confirmada pelo
isolamento e caracterizacdo de L. (V.) brazliensis (Grupo 1); e 10 fragmentos de pele
integra da orelha, incluidos em de parafina, de cdes com LVC, confirmada pelo
Isolamento e caracterizacdo de Leihsmania (L.) chagasi. Foram observadas formas
amastigotas na IHQ realizada tanto com soro policlonal de coelho anti-Leishmania (L.)
chagasi como com soro policlonal de coelho anti-Lethsmania (V) brazliensis no grupo
1 e grupo 2. Em cées a ocorréncia de reagdo cruzada na IHQ com soro hiperimune de
coelho anti-Lethsmania (L.) chagasi ou anti-Lethsmania (V.) brazliensis utilizados
como anticorpo primério, possibilita o diagnéstico do género Leishmania sp. em
tecidos, ndo caracterizando as espécies.

INTRODUCAO

A Leishmaniose visceral (LV) é uma zoonose que ocorre nas regides subtropicais
e tropicais, causada pela Leishmania (Leishmania) chagas e Leishmania infantum, no
Novo e no Velho Mundo, respectivamente. Classicamente a leishmaniose viscera
canina (LVC) se caracteriza por caguexia progressiva, anemia, febre intermitente,
linfadenomegalia generalizada e lesbes cutaneas (dermatite exfoliativa, Ulceras e
alopecia). Outros sinais tais como: colite, ceratoconjuntivite e faléncia renal podem
estar presentes. Formas atipicas tém sido descritas (Lainson et d., 1987) .

A Leishmaniose tegumentar americana (LTA) causada por Leishmania (Viannia)
brazliensis € uma zoonose amplamente distribuida no territorio brasileiro. No Estado
do Rio de Janeiro, predomina um padréo de transmissdo domiciliar e peridomiciliar
condicionado a adaptacdo do vetor, Lutzomyia intermedia, a0 meio ambiente
modificado pelo homem. A LTA pode acometer, isoladamente ou em associacdo, a pele
e as mucosas. Nos caes, se caracteriza pela presenca de lesdo cuténea ulcerada que
costuma ser Unica, eventuamente multipla, localizada nas orelhas, nariz, bolsa escrotal
e membros(Madeira et al., 2003).

O diagndstico definitivo das leishmanioses depende da demonstracéo do agente
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etiolégico em amostras biologicas obtidas das lesbes cutanaeas ou mucosas, da pele
integra, dos aspirados do figado, do bago, da medula éssea, ou de ganglios (Madeira et
al 2003). A demonstracdo do agente etiol6gico pode ser redlizada de forma direta, por
meio da citopatologia, da histopatologia, do isolamento em cultura, da inoculacdo em
hamsters e ou do xenodiagnéstico, ou indiretamente, por meio de técnicas
imunohistoquimicas, hibridizagdo com sondas de DNA e reacdo em cadeia de
polimerase (PCR).

A imunohistoquimica (IHQ) vem sendo utilizada para deteccdo de formas
amagtigotas de Leishmania sp. em amostras de pele integra, linfonodo, figado, baco,
rim, glandula adrena, trato gastrintestina (estbmago, duodeno, jejuno, ileo, ceco e
colon), olho, glandula lacrimal, medula Ossea, testiculo, placenta em cées com LV, com
desempenho diagndstico superior ao exame histopatoldgico corado pela hematoxilina
eosina (HE) e abreviando o tempo do exame dos preparados, pois permite facil
visualizacdo dos parasitos marcados (Tafuri et al., 2004).

Este trabalho teve como objetivo investigar a ocorréncia de possiveis reactes
cruzadas entre os anticorpos de coelho anti-L. (L.) chagasi e anti-L. (V.) braziliensis
utilizados como soro primario na reagdo de IHQ no diagnostico das leishmanioses
caninas.

METODOLOGIA
1. Amostras biol6gicas de caes

Foram estudados 10 fragmentos de lesbes cutaneas, incluidos em blocos de
parafina, de cdes com LTA, confirmado pelo isolamento e caracterizagcdo de L. (V.)
braziliensis (Grupo 1); e 10 fragmentos de pele integra da orelha, incluidos em blocos
de parafina, de cées LV, confirmado pelo isolamento e caracterizacdo de L. (L.) chagasi
(grupo 2). Os fragmentos de | esdes cutaneas e pele integra da orelha foram provenientes
de cées atendidos no ambulatério do Laboratério de Pesguisa Clinica em
Dermatozoonoses em Animais Domésticos (LAPCLIN-ZOONOSE) do Instituto de
Pesquisa Clinica Evandro Chagas (IPEC) — Fundacdo Oswaldo Cruz — Rio de Janeiro —
RJ- Brasl.

2 Obtencédo do soro hiperimune de coelho anti-Leihsmania (L.) chagas e anti-
Leihsmania(V.) brazliensis

Para a obtencdo do soro hiperhimune de coelho anti-Leishmania sp. foram
realizadas duas etapas. a producdo dos antigenos e imunizacéo dos coelhos.

A producéo dos antigenos foi realizada no servico de parasitologia — setor de
diagnostico parasitolégico de Trypanosomatideos do IPEC — Fiocruz. Foram utilizadas
amostras das seguintes espécies de Leishmania: L. (L.) chagas cepa
(MHOM/BR/1974/PP75) e L. (V.) brazliensis cepa (MHOM/BR/1975/M2903)

Estas amostras cultivadas em meio bifasico (NNN acrescido de Schneider's), em
fase exponencial, foram transferidas para garrafas de cultivo celular contendo 10 mL de
Schneider suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) com indculo aproximado
de 10% do volume do meio.

Foram submetidos a temperatura de 26 - 28°C em estufa biolégica, e no terceiro
dia do indculo, acrescentou-se mais 10 mL de meio Schneider suplementado com 10%
de SFB. Apos trés dias esse volume (20 mL) foi dividido e transferido para outras
garrafas contendo 50 mL de meio Schneider cada uma, perfazendo um total de 120 mL
de cultura para cada amostra.

Na fase exponencial de crescimento (42 - 52 dia), a cultura foi submetida a
centrifugacéo durante 15 minutos a 7000 rpm a 4°C. O sobrenadante foi desprezado e o



sedimento, re-suspenso em tampdo fosfato (pH 7.2). O sedimento foi lavado, re-
suspenso em 1,5 mL de tampéao de lise contendo inibidores de protease e transferindo
para ultra-som para lise dos parasitos. Apés a lise total controlada por microscopia
Optica, submeteuse a centrifugacdo refrigerada a 4°C (10.000 pm por 5 minutos). O
sedimento foi desprezado. O sobrenadante teve seu teor proteico dosado e foi estocado a
temperatura de -20°C.

A imunizacéo dos coelhos provenientes do CECAL — Fiocruz para a obtencéo
do soro, foi redlizada no biotério de experimentacdo do Ingtituto Carlos Chagas —
Fiocruz, da seguinte forma: foram utilizados dois coelhos com peso entre 1800-2000g
do sexo masculino para cada antigeno.

Foram inoculados 0,2 mL da solucéo com 2 mg de proteinas totais emulsificada
com adjuvante completo de Freund, com agulha 25 x 8, por via intramuscular no
musculo da coxa (1° dose). Apés 14 dias foi realizada a segunda inoculacdo, injetando
0,1 mL no dorso dos animais por via intradérmica da solugdo contendo 200
microgramas de proteinas totais emulsificada com adjuvante completo de Freund (2°
dose). Esperaramse 7 dias até a outra dose. Ap6s 7 dias foi realizada a terceira
inoculagdo (3° dose), injetando 100 microgramas de proteinas sem adjuvante pela
mesma via e no mesmo loca da 22 dose, onde foi observada a reacdo de Arthus
imediata. Apds 3 dias foram retirados 2,0 mL de sangue da veia jugular, com agulha 20
x 5,5 para verificagdo do titulo de anticorpos pela técnica de imunodifusdo. Esperaram
se 7 dias até a outra dose.

Na quarta dose, foram inoculados 100 microgramas de proteinas sem adjuvante
pela mesma via e no mesmo local da 22 e 32 doses. Apoés sete dias, como a resposta dos
animais foi satisfatéria aos antigenos na imunohistoquimica, os coelhos foram
anestesiados com 50 mg de quetamina por quiligrama de peso, associada a 5 mg de
diazepan ou acepromazina por quilograma de peso, por via intramuscular com agulha
25 x 7 e foi redizada a puncéo cardiaca com agulha 40 x 12 para a retirada total de
sangue. O soro foi centrifugado (7000 rpm por 15 minutos a 40°C) dividido em
aliquotas de 2 ml, e estocados & 20°C. Aliquotas que apresentavam hemdlise foram
desprezadas.

3. Imunohistoquimica

Para cada bloco de parafina referente as amostras bioldgicas dos grupos 1 e 2
foram realizados trés cortes, fixados em |amina silanizada. Os cortes histol 6gicos, foram
submetidos a trés etapas de incubagdo em xilol, sendo a primeira de 20 minutos em
estufa a 56°C, a segunda e a terceira de 20 e 2 minutos, respectivamente, em
temperatura ambiente, para desparafinizacdo. A re-hidratacéo foi realizada por meio de
banhos de dcool em concentracdes decrescentes seguido por banhos em &gua corrente e
destilada. A inibicdo da peroxidase endégena foi realizada com solucdo de perdxido de
hidrogénio (H,O,) a 13,5% e metanol, por 40 minutos, seguida por banhos em agua
corrente e destilada. Em seguida, realizou-se a recuperacéo antigénica, em panela de
vapor, em tampao citrato pH 6,0: submetiam-se os cortes a 3 minutos de ebulicdo, que
posteriormente resfriavam a temperatura ambiente. Os cortes foram embebidos com
soro normal de galinha na diluigéo de 1:400, por 20 minutos. E em seguida, em solugéo
de albumina sérica bovina (BSA) a 1,5% com leite em p6 Molico® 10%, por 40 min, a
temperatura ambiente, para inibicdo das ligagbes inespecificas. Posteriormente foi
realizada a aplicacdo do anticorpo primario: um corte de cada lamina dos grupos 1 e 2,
foi incubado com soro hiperimune de coelho anti-L. (L.) chagasi, e outro corte de cada
l&mina dos grupos 1 e 2, com soro hiperimune de coelho anti-L. (V.) braziliensis, ambos



na diluicdo de 1:400 em camara Umida, overnight, a 4C. O terceiro corte de cada
lamina foi incubado com soro normal de coelho, na mesma dilui¢cdo, como controle
negativo da reacdo. ApoGs a incubacdo, os cortes foram lavados com TRIS (Tris-
Buffeded-Saline) para remocdo mecanica do soro anti-L. (L.) chagas e L. (L.
braziliensis, esta etapa foi repetida 3 vezes em temperatura ambiente. Foi realizada a
aplicacdo do anticorpo secundario biotinilado universal anti-cabra, anti-coelho e anti-
camundongo (DAKO LSAB+ System Kit, Dako Corporation, Carpinteria, CA, EUA),
sobre os cortes, por 25 minutos, em temperatura ambiente. Em seguida, os cortes foram
novamente lavados, semelhantemente a etapa anterior. Foi aplicado o complexo
estreptavidina-biotina-peroxidase (DAKO LSAB + System kit, DAKO Corporation,
CA, EUA) nos cortes, por 25 minutos, em temperatura ambiente. Em seguida, os cortes
foram novamente lavados com TRIS, semelhantemente a etapa anterior. A revelagéo foi
realizada com diaminobenzidina (DAB TABLETS, DAKO cdédigo de catdogo S300,
DAKO Corporation, CA, EUA), diluida uma pastilha em 10 mL de &gua destilda.
Utilizados 2 mL desta solug&o com 15 microlitros de H,O2 a 3 %. Esta foi acompanhada
a0 microscopio Optico, em objetiva de 20x, através do controle positivo previamente
selecionado pela riqueza em parasitos, interrompendo-se a reagdo com agua destilada no
momento em que as formas amastigotas, acastanhadas, se destacavam no tecido. Os
cortes foram contracorados com hematoxilina de Harris, desidratados com banhos
sequienciais em acool a concentragcdes crescentes e xilol, seguido da montagem das
l&minas, com laminula e bdlsamo. A positividade foi considerada pela observacéo de
pelo menos uma estrutura marcada em castanho e morfologicamente compativel com
uma amastigota.

RESULTADOS

Grupo 1

Foram observadas formas amastigotas em todos os fragmentos de lesdes cutaneas
na IHQ realizada com soro policlonal de coelho anti-Leishmania (L.) chagasi e com
soro policlonal de coelho anti-L. (V.) braziliensis (Figuras 1 e 2).

Grupo 2

Foram observadas formas amastigotas em todos os fragmentos de pele integra da
orelha na IHQ realizada com soro policlona de coelho anti-L. (L.) chagasi e com soro
policlonal de coelho anti-L. (V.) brazliensis (Figuras 3 e 4).

DISCUSSAO

A técnica de IHQ, baseia-se na deteccdo de antigenos “in situ” por meio da
utilizacdo de um anticorpo (policlonal ou monoclonal), primario, especifico, e de um
sistema de enzima e substrato cromégeno que se deposita no local da reacdo antigeno-
anticorpo, possibilitando sua visualizacdo. Nas leishmanioses, diagnéstico depende do
achado de estruturas coradas pelo cromégeno, de forma e tamanho compativeis com
amastigotas (Ramos-Vara, 2005).

A producdo de anticorpos anti-Leishmania sp. € fundamental para a aplicacdo em
técnicas imunol égicas de diagndstico. Neste estudo utilizamos coelhos para a producéo
de anticorpos especificos anti-L. (L.) chagas e anti-L. (V.) brazliensis. De que de
acordo com (Froés et a., 2004), estes animais sdo amplamente utilizados e apresentam
bom rendimento na obtencdo de anticorpos especificos. Entretanto, alguns autores
Tafuri et al., 2004) utilizam soro hiperimune de cdo como anticorpo primario anti-
Leishmania sp..

Neste estudo, observamos a presenca de reagdo cruzada dos soros hiperimunes
com as diferentes espécies de leishmania estudadas, fato este ndo descrito anteriormente
na literatura consultada referente as leishmanioses caninas. Entretanto, em espécimes
humanos, Livini et al., 1983, descreveram a presenca de reacdo cruzada na reacdo de



IHQ entre L. donovani, L. tropica e L. mexicana, com soros hiperimunes de coelho anti-
L. donovani, anti-L. tropica e anti-L. mexicana.

A THQ apresenta desempenho diagnostico superior a0 exame histopatol 6gico
corado pela hematoxilina eosina (HE) e abrevia o tempo do exame dos preparados, pois
permite fécil visualizacdo dos parasitos marcados (Tafuri et al., 2004). Entretanto, no
presente estudo observamos que, em cées, a IHQ utilizando soros hiperimunes de
coelho anti-L. (L.) chagas ou anti-L. (V.) brazliensis é capaz de detectar em tecidos
formas amastigotas de Leishmania sp., hdo podendo caracterizar a espécie, devido a
reacao cruzada. Consequentemente, ndo podemos afirmar pela técnica de IHQ com soro
hiperimune de coelho anti-L. (L.) chagas ou anti-L. (V.) brazliensis, se o céo apresenta
LV ou LTA ou co-infeccdo de LV com LTA.

Mesmo detectando apenas 0 género Leishmania sp., observamos neste estudo
gue uma grande vantagem da IHQ ¢é a facilidade de manipulacdo do material a ser
submetido a0 exame. A amostra de tecido deve ser colocada em materia fixador para
biopsia, dispensando cuidados especiais como refrigeracdo (que é necess&ria para 0
Isolamento em cultura), o que facilita o trabalho de busca ativa de caes, onde o material
€ coletado e demora 2 a 5 ou mais horas para chegar ao laboratério. Além disto, ha
também a possibilidade de se realizarem estudos retrospectivos com material incluido
em blocos de parafina.

CONCLUSAO

Em cées, alHQ com soro hiperimune de coelho arti-L. (L.) chagasi ou anti-L. (V.)
brazliensis utilizados como anticorpo primario, deve ser utilizada para diagnéstico do
género Leishmania sp. em tecidos, ndo caracterizando as espéecies devido a reacdo
cruzada entre as mesmeas.
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