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Padronizacéo da técnica imunoenzimatica do ELISA de captura, no
sistema avidina-biotina para a identificacdo de sangue ingerido por
Lutzomyia (Lutzomyia) longipalpis (Lutz & Neiva, 1912)
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RESUMO

Aidentificacdo de sangue ingerido pelos insetos ¢ um importante parametro para elucidar aspectos ligados a transmisséo
de zoonoses, dentre elas, as leishmanioses. Dos métodos empregados para esclarecer a atra¢do de vetores por animais
que possam atuar como reservatorios dessas parasitoses, destacam-se os imunol6gicos. O estudo teve como objetivo,
padronizar a técnica imunoenzimatica de captura e titular amostras de sangue ingerido em fémeas de flebotomineos
ingurgitadas de Lutzomyia longipalpis criadas em laboratério e alimentadas experimentalmente em rato. Em vista da
alta sensibilidade, favorecida pelo sistema avidina-biotina, foi possivel a realizagdo de pelo menos noventa testes, de
cada uma das amostras em duplicata, e constatar a presenca de sangue para todas as amostras com periodos de 12 e 24
horas pos-ingestdo, observando-se diferenca significativa entre os respectivos titulos.

Palavras-chaves: Identificacdo de sangue ingerido. Lutzomyia longipalpis. Flebotomineos. Técnica imunoenzimatica
de captura. Vetores.

ABSTRACT

Bloodmeals taken by insects constitute an important parameter for clarifying aspects of the transmission of zoonoses,
including leishmaniases. Immunological assays can be used to investigate the attraction of vectors to animals, which
may be hosts of these parasitoses. The objective of this study was to standardize a sandwich enzyme-linked immunosorbent
assay and titer samples with different time periods of digestion, in laboratory-bred Lutzomyia longipalpis fed on rats. In
the light of the high sensitivity that the biotin-avidin method permits, the technique provided at least ninety repeat tests
for each sample and identified recent bloodmeals taken by these insects. Bloodmeals were detectable up to 12 and 24h
after blood ingestion, and a significant difference between these titers was observed.

Key-words: Blood meal identification. Lutzomyia longipalpis. Phlebotominae. Sandwich enzyme-linked immunosorbent
assay. Vectors.

O padrdo alimentar em flebotomineos faz parte de um animais que estejam participando na manutencdo do ciclo
conjunto de informagBes necessarias para o entendimento e enzodtico, além de possibilitar a identificagdo do reservatdrio.

avaliagdo epidemiologica do comportamento de espécies em Diversas metodologias s40 empregadas na pesquisa de hahito
areas de transmissao de leishmanioses. Pode ser considerado alimentar de flebotomineos e dentre elas, destacam-se

como indicador, em determinados ambientes, dos possiveis  observacdes visuais, capturas com isca humana, armadilhas
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contendo iscas animais, encontro em abrigos de animais silvestres
e domésticos e técnicas imunoldgicas. Entretanto, a maioria dos
estudos que objetivam a investigacdo do comportamento alimentar
desses insetos, tem como enfoque a utilizacdo de iscas animais®®”.

As técnicas imunoldgicas para deteccdo de sangue
ingerido em artropodes tém sido utilizadas desde o0s
primérdios de 1900, quando King e Bull®®, Rice e Barber®
adaptaram a técnica de precipitina para determinar a fonte
alimentar em mosquitos e outros insetos.

Atécnica imunoenzimatica foi inicialmente desenvolvida para
o0 diagndstico de pacientes portadores de malaria?, sendo
posteriormente adaptada para o estudo do hébito alimentar de
culicideos?. Dessa maneira, diversas modalidades do método
foram introduzidas, dependendo particularmente da
concentracdo de sangue ingerido, contido nas amostras e das
informagdes que se deseja obter no estudo® 8%,

Diferentes autores empregaram a técnica imunoenzimética
para o conhecimento de fonte alimentar em flebotomineos® 1224,
Entretanto, com o estabelecimento da técnica imunoenzimatica
de captura, foi possivel detectar nas amostras diluidas de
diferentes espécies de vetores, a presenca de sangue ingerido
em peguenas concentraces, tais como, as encontradas em
pequenos dipteros das familias Ceratopogonidae e Psychodidae
que ingerem, em média, 0,01 a 0,1 e 0,01 a 0,3mg de sangue,
respectivamente, bem como evidenciar mais de um repasto
efetuado em diferentes fontes alimentares®.

Quinnel e cols'®, em estudos realizados no Estado do Pard,
empregaram o teste imunoenzimatico de captura®, para identificar o
sangue ingerido em fémeas de Lutzomyia longipalpis alimentadas em
hospedeiros conhecidos, com o objetivo de verificar experimentalmente
apreferénciaalimentar. Colmenares e cols*, também utilizando amesma
técnica, empregando o sistema peroxidase avidina-biotina, estudaram
0 comportamento alimentar de Phlebotomus perniciosus Newstead
1911, em quatro diferentes areas geogréficas na Espanha .

Neste estudo, a opcéo pelo teste imunoenzimético de captura
utilizando o sistema fosfatase alcalina avidina-biotina justifica-se por:
adicionar dados relativos a capacidade vetorial, devido a sua
sensibilidade e especificidade, pois cada molécula de avidina
apresenta quatro sitios de ligagdo com a biotina, sendo esta, uma
vitamina que pode ser conjugada facilmente a moléculas de alto ou
baixo peso molecular, sem que ocorra perda de sua atividade
bioldgica e que, por sua vez, apresenta elevada interacdo com a
avidina®; somente o sistema peroxidase avidina-biotina ter sido
empregado na identificacio de repasto sangliineo de flebotomineos*;
permitir a identificacdo de sangue ingerido em amostras com
diferentes periodos de pds-ingestdo; - utilizar a enzima fosfatase
alcalina, por ser mais estavel em condigBes de armazenagem e em
circunstancias onde condicdes estéreis ndo possam ser mantidas®,
permitir uma grande diluicdo®™ e identificar a fonte alimentar néo
somente de flebotomineos, como de outros vetores.

MATERIAL E METODOS

Amostras. Para a padronizagdo da técnica, foram
utilizados sessenta exemplares de flebotomineos da espécie
Lu. longipalpis, procedentes de col6nia do Instituto Evandro
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Chagas, Belém, Par4, criados no Laboratdrio de Entomologia do
Departamento de Epidemiologia da Faculdade de Satde Publica
da Universidade de Sao Paulo (FSP/USP). As larvas foram mantidas
em placas com fundo de gesso e receberam alimentagdo adequada
ao ambiente laboratorial, constituida por macerado contendo fezes
desidratadas de coelho, terra e alimento utilizado para peixes
ornamentais (Alcon®, Brasil) até a fase de pupa. Apds os adultos
emergirem, foram separados trinta machos e trinta fémeas, sendo
estas, alimentadas em rato (Ratus ratus), e 0s machos em solucéo
de H,0 e aglcar a 10%. Os exemplares adultos foram mantidos
em temperatura ambiente de 25°C + 2°C.

Das fémeas, foram retiradas a cabeca e genitélia, sendo
0 térax e abdome acondicionados em microtubos e
conservados em freezer a-20°C, até o momento da dosagem,
5 a 6 meses apds, tempo este semelhante ao utilizado por
outros autores.

Preparo das amostras. O torax e abdome dos exemplares
foram macerados em 200l de solugdo PBS-BSA (A7030, Sigma,
USA) 0,1% e a sequir centrifugados a 12.000rpm, por 5 minutos
e 0s sobrenadantes acondicionados a -20°C. Para o controle
positivo do teste, foram coletados 10ml do sobrenadante de cada
uma das trinta amostras de fémeas ingurgitadas e a seguir
acondicionados em freezer a -20°C.

Para o controle negativo do teste, foram coletados 10ml
do sobrenadante de cada uma das trinta amostras de machos
e acondicionados da mesma maneira que o controle positivo.

Padronizacdo do teste. Microplacas de 96 cavidades
(Nunc®, Maxisorp, Denmark) foram sensibilizadas com 50ul/
cavidade de soro total anti-rato (R-5256, Sigma, USA) em
duplicata, nas concentragdes de 20ug/ml, 10ug/ml, Sug/ml,
2,5ug/ml, 1,25ug/ml e 0,625ug/ml diluidas em PBS e incubadas
a 4°C por 18 horas. Apos este periodo, as placas foram lavadas
com PBS-Tween20 (P-1379, Sigma, USA) por cinco vezes e 0s
sitios livres, bloqueados com 200ul/cavidade de PBS-BSA 1%,
por 3 horas a temperatura ambiente.

Ap6s este periodo, e a cada etapa da reagdo, foram
realizadas lavagens, como ja mencionado, sendo a seguir
adicionados 50ul/cavidade do tampdo PBS-BSA 0,1% das
trinta fémeas ingurgitadas em duplicata nas dilui¢des de
1:50, 1:100, 1:200, 1;400, 1:800, 1:1600 e 1:3200 e as
microplacas incubadas a 4°C por 18 horas.

A seguir, acrescentou-se 50ul/cavidade de 1gG anti-rato
biotinilado (B7139, Sigma, USA) nas concentragdes de 2ug/ml,
4ug/ml e 8ug/ml e as microplacas foram incubadas por uma hora
& temperatura ambiente. Apds a incubagéo e lavagem, foram
adicionados 50ul/cavidade de avidina-fosfatase alcalina (A7294,
Sigma, USA), nas dilui¢Ges de 1:10.000, 1:30.000 e 1:40.000,
permanecendo por mais uma hora a temperatura ambiente.

Como ultima etapa, foram adicionados 50ul/cavidade do
substrato P-nitrophenil-phosphatase disodium (Sigma # 104-105)
na concentracdo de 1ug/ml diluido em tamp&o dietanolamina
(Merck) 10%. A reacdo foi interrompida apés 20 minutos,
com adicdo de 100ul de NaOH 3N/cavidade e a leitura
realizada em leitor de ELISA (Multiskan® EX) em
comprimento de onda 405nm.
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Ap6s a padronizago da técnica, cada uma das trinta amostras
foi processada em duplicata, para o estabelecimento do titulo
de sangue ingerido por flebotomineos, tendo sido adicionados
em cada microplaca controles positivo e negativo, a fim de se
evitar variagGes nos valores de absorbancia, que podem interferir
na significancia do teste, quando as microplacas ndo sdo lidas
logo apds a adigdo do substrato. Para o célculo das trinta
amostras de Lu longipalpis, foram computados todos os valores
de absorbéncia e os titulos de sangue ingerido foram expressos
como log, da reciproca da maior diluicdo das amostras
apresentando reagéo positiva.

Capacidade da técnica em identificar a fonte de
alimentacdo. Para este estudo, foram separadas outras trinta
fémeas ingurgitadas, processadas separadamente e subdivididas
em grupos de 15 exemplares cada, sendo estabelecidos dois
diferentes horarios para a quantificacdo de sangue ingerido.

Os exemplares foram mantidos em insetario a temperatura
ambiente e sacrificados em periodos de aproximadamente 12 e
24 horas pos-ingestdo, sendo entdo, realizada a técnica
imunoenzimatica de captura com a adicdo a cada microplaca
das amostras a serem testadas em duplicata 0s respectivos
controles positivo e negativo.

Para o célculo do indice de positividade das amostras foram
determinadas as medias em log,, desvios padréo, variancias e
também para a titulagdo de sangue ingerido nos horarios pré-
estabelecidos pés-ingestéo, os resultados foram analisados pelo
teste t de Student®, ao nivel de significancia 1% (p< 0,001).

RESULTADOS

Para a identificacdo da concentracdo ideal do anti-soro de
rato, para a sensibilizacdo da microplaca, foi realizada uma
titulagdo em bloco, variando-se as concentraces do anti-soro
frente a diferentes diluicdes das amostras que compdem o
controle positivo, em duplicata. A menor concentracédo do anti-
soro a ser utilizada na reagdo foi determinada como sendo
0,625ug/ml (Figura 1).
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Figura 1 - Determinac@o da concentracdo ideal do anti-soro de
rato para o ensaio imunoenzimatico de captura na identificacéo
de sangue ingerido por Lutzomyia longipalpis.

A seguir, foi determinada a menor concentragédo do
segundo anticorpo, sendo estabelecido 8ug/ml (Figura 2) e
também foram testadas diferentes dilui¢des de avidina-
fosfatase alcalina, sendo a diluigdo de 1:40.000 considerada
como a que mais se adequou a reagdo (Figura 3).
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Figura 2 - Determinagdo da menor concentragdo do 22 anticorpo frente
a diferentes diluicfes das 30 amostras de Lutzomyia longipalpis.
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Figura 3 - Determinacdo da diluicdo ideal de avidina-fosfatase
alcalina para o ensaio imunoenzimatico (ELISA) de captura para
identificacdo de sangue ingerido por Lutzomyia longipalpis.

Das diferentes diluicBes das amostras testadas na razdo 2, a menor
diluicdo para exemplares de flebotomineos, contendo em torno de
dois a quatro quartos de sangue no contelido abdominal, foi de 1:256.

O ponto de corte da reacdo foi estipulado pelo emprego de trés
vezes 0 desvio padréo das amostras, sendo a absorbancia especifica
igual ou maior que 0,261 considerada como valor positivo. A média
do branco foi 0,082 com desvio padréo de 0,0065.

A média dos titulos de sangue ingerido para as trinta amostras
foi 13,12 log, com desvio padrao de 0,084 ¢ as médias determinadas
para 0s grupos controle positivo e negativo das amostras testadas foram
12,2 log, e 1 log, , respectivamente. Os resultados referentes as trinta
amostras utilizadas no estabelecimento da técnica para a titulagéo de
sangue ingerido encontram-se representados na Figura 4.

Os resultados da dispersdo das amostras de 12 horas e
24 horas pos-ingestdo estdo representados nas Figuras 5 e 6
e as respectivas médias, desvios padrédo e variancias foram
11,3 log,; 0.09 e 0,0081 para amostras de 12 horas e 10
log,; 0,16 e 0,0256 para amostras de 24 horas.

Para 0s grupos com periodos de 12 e 24 horas pos-ingestdo,
verificou-se diferenca significativa entre ostitulos (t= 65; p< 0,001).
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Figura 4 - Distribuicdo dos titulos de sangue ingerido em 30 exemplares de Lutzomyia longipalpis
alimentadas em rato.
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Figura 5 - Titulos de sangue ingerido por Lutzomyia longipalpis 12 horas pds-ingestdo experimental
em rato.
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Figura 6 - Titulos de sangue ingerido por Lutzomyia longipalpis 24 horas pés-ingestdo
experimental em rato.
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DISCUSSAO

A atrac8o de fémeas de flebotomineos em relagdo ao homem e
animais domésticos tem sido alvo de varios estudos para a investigacdo
da freqtiéncia e especificidade do contato hospedeiro-vetor, que se
reflete como fator de risco na transmissdo das leishmanioses.

Embora o repasto sangiiineo para muitas espécies de
flebotomineos na Regido Neotropical ocorra na populagéo
humana e de animais domésticos, torna-se de interesse, conhecer
com que freqiiéncia esta atividade se desenvolve em diferentes
ecossistemas, para que se possa atribuir-lhes o papel de possiveis
vetoras de Leishmania. Claro que, sendo os animais, hospedeiros
essenciais das leishmanias, a multiplicidade destes com que o
flebotomineo se envolve, representa um importante determinante
na epidemiologia das leishmanioses.

Com este enfoque, estudos valendo-se de iscas animais, t&m
fornecido dados essenciais, na resposta a questdes das possiveis
associacOes entre reservatérios e insetos transmissores, nos
diferentes habitats®¢”. O mesmo ndo se pode afirmar em relacdo
aos estudos de carater experimental, como justificativa de
identificacdo de preferéncia alimentar, visto que a fonte ao
permanecer em contato com o vetor, induziria 0s repastos que, néo
necessariamente, seriam da forma como ocorrem na natureza®.

Portanto, 0 emprego de técnicas imunoldgicas no estudo do
habito alimentar associado ao hematofagismo de insetos pode
acrescentar novos conhecimentos ao quadro epidemioldgico de
parasitoses, com a identificagdo de possiveis hospedeiros nos
quais 0s agentes circulam, visto que cada vez mais tém-se
observado a tendéncia da urbanizagdo das leishmanioses.

Diferentes técnicas, mais tradicionalmente a de precipitina
tém sido empregadas para a identificacdo de repastos sangtiineos
de mosquitos e outros artrépodes hematdfagos® 142 e tém
caracterizado o grupo hierarquico, tais como, ordens e classes
de hospedeiros envolvidos no hematofagismo®.

Oteste de precipitina é de utilizacdo limitada para flebotomineos,
pois apenas cinco ou seis testes podem ser utilizados com sucesso,
devido & pequena quantidade de sangue ingerido®. Embora sua
execucdo seja relativamente simples, apresenta menor sensibilidade
e especificidade e alto consumo de anti-soro.

Por outro lado, ha algum tempo, diferentes modalidades da técnica
imunoenzimética vém sendo empregadas para a identificago de habito
alimentar de mosquitos? com o objetivo de identificar a fonte sangUiinea
dos possiveis reservatorios. Esta técnica tem se mostrado eficiente,
por apresentar maior sensibilidade e especificidade, bem como a sua
automacdo permitir 0 processamento e investigacdo de um grande
nlmero de amostras, 0 que representa um aspecto de importancia na
investigagdo epidemioldgica.

Considerando que a sensibilidade e especificidade podem
ser aumentadas com a introdugdo da técnica imunoenzimética
de captura, Service e cols? aplicaram esta metodologia para a
identificacdo de sangue ingerido por culicideos e culicoides e
ressaltaram vantagens, como alternativa ao teste de precipitina,
em vista da possibilidade de reconhecer a fonte sangliinea em
amostras contendo quantidades reduzidas de sangue recém-ingerido.

Neste estudo, em relacéo aos trinta exemplares que apresentaram
em torno de 2/4 a 4/4 de sangue no contelido abdominal e cujas
amostras foram diluidas inicialmente a 1:256, 0 teste proveu a execucao
de aproximadamente noventa provas em duplicata. Desta maneira,
utilizando o sistema fosfatase alcalina avidina-biotina foi demonstrado
que com minimas concentrages de soro total anti-rato (0,625ug/ml),
IgG conjugado a biotina (8ug/ml) e com a diluicdo de avidina
(1:40.000), foi possivel processar um grande ndmero de amostras
para aidentificacdo de sangue ingerido, que numa pesquisa de campo
é de extrema importancia, quando néo se dispde de muitos recursos
financeiros. Esta técnica também foi empregada com sucesso, no estudo
dos possiveis mecanismos imunoldgicos envolvidos durante a infecgéo
e imunizagéo de camundongos geneticamente modificados, com
diferentes amostras de coronavirus?.

Ainda considerando as trinta amostras utilizadas, cujo
conteido abdominal compreendia em torno de 2/4 a 4/4 de
sangue, a diluicdo inicial estabelecida foi de 5log, (1:256) e a
reatividade pode ser constatada a olho nu. Conforme se observa
na Figura 4, a diluicdo de 1:8.192 que corresponde ao titulo de
13log, foi a mais freqiiente na amostragem em estudo, mas foram
encontrados exemplares com diluicdes até 1:16.384, 1:32.768,
1.65.536 que correspondem aos titulos de 14log,, 15log, e 16log,
0 que suscita a alta sensibilidade do teste empregado.

Com base em nossa vivéncia, na grande maioria das vezes,
observa-se em flebotomineos capturados na natureza,
aproximadamente dois a quatro quartos de sangue recém
ingeridos no contetdo abdominal, quantidade esta semelhante
a utilizada neste experimento. Assim, o teste padronizado podera
ser empregado com sucesso na identificacdo de fonte alimentar.

Embora diferentes técnicas tenham sido empregadas para
0 estudo do hébito alimentar, as reagentes apontam para um
curto periodo de tempo, aproximadamente 24 horas pos-
ingestdo! 181920,

Para o teste desenvolvido, a identificacdo de sangue
ingerido foi vidvel para todos os exemplares de Lu longipalpis
com até 12 e 24 horas pos-ingestéo.

Considerando que a quantidade de sangue ingerido por
culicideos é sensivelmente superior a de flebotomineos e culicdides,
além das varidveis que podem influenciar nas taxas de digestdo -
quantidade de sangue ingerido, temperatura ambiente, diferenca
entre exemplares da mesma espécie e entre espécies, idade fisioldgica
e fonte alimentar - os resultados obtidos neste estudo representam
uma amostra da populacdo para a qual o teste vem corresponder
de maneira satisfatoria, corroborando com os resultados
encontrados pelos demais autores. Agradecimentos: Os autores
agradecem & Dra. Ana Maria Moura da Silva pelas sugestées, ao
Instituto Evandro Chagas pela doagdo dos espécimes de Lu.
Longipalpis e a Maria das Gragas Silva pela confecgo das figuras.
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