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Anticorpos antipromastigotas vivas de Leishmania (Viannia) braziliensis,
detectados pela citometria de fluxo, para identificagao da infecgao
ativa na leishmaniose tegumentar americana

Anti-live Leishmania (1 iannia) braziliensis promastigote antibodies, detected by flow
cytometry, to identify active infection in american cutaneous leishmaniasis

Roberta Dias Rodrigues Rocha’, Célia Maria Ferreira Gontijo', Silvana Maria Eléi-Santos’?2,
Andréa Teixeira Carvalho'?, Rodrigo Corréa-Oliveira', Marcos José Marques®*,
Odair Genarot, Wilson Mayrink* e Olindo Assis Martins-Filho"

Resumo Neste estudo, descrevemos etapas iniciais de padronizagdo de uma nova metodologia para detecgéo
de anticorpos antipromastigotas vivas de Leishmania (Viannia) braziliensis, pela citometria de fluxo e a andlise
de sua aplicabilidade para estudos clinicos. Foram avaliados 39 individuos com sorologia convencional (RIFI)
positiva para leishmaniose, classificados quanto a auséncia/presenca de lesédo (L- e L+). Os resultados foram
expressos sob a forma de percentual de parasitas fluorescentes positivos (PPFP). A andlise dos dados, na
diluicdo 1:1.024, permitiu distinguir 95% dos pacientes L+ como um grupo de alta reatividade (PPFP>50%) e
72% dos individuos L- como um grupo de baixa reatividade (PPFP<50%). A andlise dos titulos da reacéo de
imunofluorescéncia indireta ndo demonstrou nenhuma relagdo com a auséncia/presenca de lesdo. Em conjunto,
nossos dados sugerem a aplicabilidade da citometria de fluxo na identificacdo dos casos de infecg¢éo ativa, o
que ndo tem sido possivel através das reacées soroldgicas convencionais.

Palavras-chaves: Leishmaniose tegumentar americana. Leishmania (Viannia) braziliensis. Anticorpos
antipromastigotas vivas. Citometria de fluxo.

Abstract In the current study we described initial standardization steps of a new methodology to detect anti-
live Leishmania (Viannia) braziliensis promastigote antibodies by flow cytometry, followed by analysis of its
applicability to clinical studies. We have studied 39 individuals with positive conventional serology to leishmaniasis,
classified according to the absence/presence of cutaneous lesions (L- and L+). The results were expressed as
percentage of positive fluorescent parasites (PPFP). Data analysis at dilution of 1:1,024, allowed the distinction
of 95% of L+ patients as a group of high reactivity (PPFP>50%) and 72% of L- individuals as a group of low
reactivity (PPFP<50%). The analysis of imnmunofluorescence assay titers did not show any relationship with the
absence/presence of lesion. Together, our data support the applicability of flow cytometry to identify cases of
active infection, which has not been possible through conventional serological reactions.

Key-words: American cutaneous leishmaniasis. Leishmania (Viannia) braziliensis. Anti-live promastigote
antibodies. Flow cytometry.

A leishmaniose tegumentar americana (LTA) é uma
zoonose causada por protozodrios parasitas
intracelulares do género Leishmania, com uma ampla
distribuicéo geografica em areas tropicais e subtropicais
das Américas®'. Constitui uma enfermidade polimérfica
da pele e das mucosas, caracterizada pela existéncia
de uma variedade de formas clinicas, variando de lesdes
auto-resolutivas a lesdes desfigurantes. A doenca

apresenta uma prevaléncia de 12 milhdes de casos,
sendo que cerca de 350 milhdes de pessoas encontram-
se em risco de adquirir a infeccao*'. No Brasil, assim
como em outros paises do Novo Mundo, a LTA constitui
um problema de saude publica. Dados epidemioldgicos
demonstram que, no Brasil, a LTA representa a segunda
doenca tropical de maior prevaléncia, sendo as regides
norte e nordeste as principais areas endémicas’
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Em individuos portadores de LTA, o sistema
imunoldgico é capaz de montar uma resposta celular e
humoral induzida por antigenos derivados do parasita®.
Devido a importéncia da LTA em saude publica, muitos
estudos estdo sendo realizados com o objetivo de
caracterizar melhor os mecanismos imunoldgicos
associados a infecgao. Varios trabalhos sugerem que a
resposta imune celular do tipo 1, caracterizada pela
producéo de IFN-gamma, tenha um papel protetor na
LTA'3428 Entretanto, a contribuicdo da resposta imune
humoral neste contexto é ainda controversa e o
envolvimento de anticorpos na protecao bem como em
mecanismos imunopatoldgicos da doencga nao estao
ainda bem estabelecidos® . Os métodos que avaliam a
resposta imune humoral sdo baseados, até o momento,
exclusivamente na pesquisa soroldgica in vitro, utilizando
antigenos sollveis ou preparacgdes antigénicas
de parasitas fixados, tais como a reacao de
imunofluorescéncia indireta (RIFI), a hemoaglutinagéo
indireta (HAI) e o ensaio imunoenzimatico (ELISA). A
analise de anticorpos através dos métodos de sorologia
convencional, além de apresentar reatividade cruzada
com outras espécies da familia Trypanosomatidae® 2*

chama a atengao para os baixos niveis de anticorpos?827383
e uma auséncia de relacdo desses niveis com a presenca
de infeccéo ativa’ *. Recentemente, desenvolvemos em
nosso laboratério uma metodologia para identificagao de
anticorpos antiformas tripomastigotas vivas do
Trypanosoma cruzf®, que avalia no contexto ex vivo a
reatividade de anticorpos dirigidos contra antigenos de
membrana do parasita, evitando, dessa forma, a
reatividade dos soros com estruturas intracitoplasmaticas,
alvos da reatividade cruzada com outros tripanosomatideos.
De maneira analoga, padronizamos esta metodologia para
deteccdo de anticorpos anti formas vivas de Leishmania
(V.) braziliensis. Este estudo visa avaliar a existéncia de
uma correlacéo entre a resposta imune humoral e a
presenca de infeccéo ativa.

Neste estudo apresentamos dados referentes a
padronizacédo desta metodologia e sua habilidade em
identificar, na diluicao 1:1.024, uma reatividade
diferencial em casos de infeccdo em atividade clinica
(L+). Nossos resultados sugerem a aplicabilidade da
citometria de fluxo na diferenciacdo de casos de
infeccdo ativa, o que ndo tem sido possivel através do
uso de métodos soroldgicos convencionais.

MATERIAL E METODOS

Populacao avaliada. A Tabela 1 resume as
informacgdes referentes aos grupos de individuos
avaliados. Os individuos incluidos nesse estudo foram
selecionados a partir de um inquérito clinico-laboratorial

(sorologico e parasitoldgico) realizado em areas
endémicas para leishmaniose, nos Municipios de
Aracuai e Caratinga, MG, Brasil, no periodo de 1996 a
2000.

Tabela 1 - Distribuigcdo dos grupos de individuos avaliados, segundo idade e sexo.

Grupos Idade (anos) Sexo
Ne faixa média + dpm mediana M F
Etapas de padronizacao
PN 10 24-50 38,9+9,1 41 7 3
PNE 10 4-62 29,2+21,4 29 5 5
PL 7 2-57 35,2+22,1 33 4 3
Andlise do método
NE 10 4-62 29,2+21,4 29 5 5
L- 18 7-72 42,0+18,9 45 5 13
L+ 21 9-69 29,5+17,5 23 16 5

M= masculino; F= feminino; PN= mistura de soros normais de area nao endémica; PNE= mistura de soros normais de area endémica;
PL= mistura de soros de pacientes portadores de LTA; NG= individuos normais de area endémica; L- = individuos RIFI+ com auséncia de

lesdo; L+ = pacientes RIFI+ com presenca de les&o.

Para as etapas iniciais de padronizacédo da
metodologia de pesquisa de anticorpos antiformas
promastigotas vivas de L. (V.) braziliensis foram utilizadas
misturas de soros de individuos residentes em Araguai,
MG, apresentando sorologia convencional (RIFI) positiva
para leishmaniose, intradermorreacdo de Montenegro
positiva e presenca de lesdo ativa (PL=7). O controle
negativo de area nao endémica foi constituido por uma
mistura de soros de voluntarios saudaveis, residentes
em Belo Horizonte, MG, apresentando sorologia
convencional negativa para leishmaniose (PN=10). O
grupo controle negativo de area endémica foi constituido
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por uma mistura de soros de individuos saudaveis,
residentes em Araguai, MG, apresentando sorologia
convencional negativa para leishmaniose (PNE=10).

Para os ensaios de analise do método, foram
utilizadas amostras individuais de soros de individuos
residentes em Aracguai e Caratinga, MG, com sorologia
convencional positiva para leishmaniose (n=39),
classificados em dois subgrupos em fungao da auséncia
ou presenca de lesédo (L- =18; L+ =21). Todos os
individuos do grupo L+ apresentavam diagndstico
parasitoldgico positivo. O grupo controle negativo de
area endémica foi constituido por amostras individuais



Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical 35:551-562, nov-dez, 2002.

de individuos saudaveis, residentes em Araguai, MG,
apresentando sorologia convencional negativa para
leishmaniose (NE=10).

Coleta e processamento das amostras. As
amostras de soros foram inativadas a 56°C por 30
minutos e centrifugadas a 1.000g a 4°C por 5 minutos
para remocao de particulas. Apés a centrifugacao, o
sobrenadante foi aliquotado e estocado a -20°C até sua
utilizacdo. No momento do uso, as amostras foram
descongeladas, diluidas em solug¢éo salina tamponada
com fosfato-PBS (0,15M, 8g/l de NaCl, 2g/I de KCI,
29/l de KH,PO, e 1,15g/l de Na,HPO,, pH 7,2, Sigma
Chemical Corp., St. Louis, MO) suplementado com 10%
de soro fetal bovino (Sigma Chemical Corp, St. Louis,
MO), centrifugadas a 4°C, 1.000g por 5 minutos e os
sobrenadantes utilizados para os ensaios de citometria
de fluxo. Este trabalho foi avaliado e aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa da Fundacao Oswaldo
Cruz, 0070/99-CPE/FIOCRUZ.

Cultivo das formas promastigotas. As formas
promastigotas de L. (V.) braziliensis (MHOM/BR/75/
2903) foram cultivadas em erlenmeyers contendo meio
agar-sangue, Novy-MacNeal-Nicolle associado ao meio
liquido complexo liver infusion tryptose - LIT, conhecido
como meio NNN-LIT. As culturas foram mantidas em
estufa B.O.D (modelo 347) a temperatura de 24 + 1°C,
durante o periodo de quatro dias. A cada quatro dias
as culturas foram examinadas quanto a motilidade,
morfologia e auséncia de contaminagéo e os parasitas
foram re-inoculados pela transferéncia de 1x10¢
promastigotas/ml para um novo erlenmeyer contendo
NNN-LIT. Este procedimento foi repetido a cada quatro
dias para manutencé@o de culturas em fase log. As
culturas de quatro dias de cultivo em meio NNN-LIT
foram também utilizadas para o in6culo de parasitas
(1x108promastigotas/ml) para um erlenmeyer contendo
apenas a fase liquida — LIT. No meio contendo apenas
LIT, os parasitas foram incubados por um periodo de 4,
7 e 10 dias de cultivo para serem utilizados nos
experimentos de padronizagcdo da metodologia.

Preparo das formas promastigotas para os
ensaios de imunofluorescéncia por citometria de
fluxo. Os parasitas, em diferentes dias de cultivo em LIT
(4, 7 e 10 dias) foram transferidos para tubos de
polipropileno de 50ml (Falcon), homogeneizados em
vortex a baixa rotacao (rotagdo 4) para desfazer os
grumos. Em seguida, a suspensao foi submetida a uma
centrifugacao diferencial (25°C, 200g por 10 minutos)
para remogéo de contaminantes como eritrocitos e
grumos de parasitas no sedimento. Para recuperacao
dos parasitas no sobrenadante, estes foram deixados
em repouso por 10 minutos a temperatura ambiente. O
sobrenadante foi transferido para outro tubo de
polipropileno de 50ml e o sedimento foi desprezado. Em
seguida os parasitas foram lavados em PBS contendo
10% de SFB, por duas vezes, por centrifugagéao a 4°C,
1.000g por 10 minutos. O sedimento formado foi
homogeneizado cuidadosamente. Ao final das etapas de

lavagem, procedia-se a contagem do numero de
parasitas e a suspensao celular ajustada para
aproximadamente 5x106 ou 10x108 promastigotas/ml.

Estudo dos anticorpos IgG por citometria de
fluxo. Os ensaios de citometria de fluxo para o estudo
de anticorpos antiformas vivas de L. (V.) braziliensis
presentes em soro de pacientes portadores de LTA
foram realizados segundo protocolo descrito por
Martins-Filho et al®® para pesquisa de anticorpos anti
tripomastigotas vivas do Trypanosoma cruzi, adaptado
para microplacas, conforme descrito a seguir: aliquotas
de 50ul do soro diluido em PBS-10% SFB (1:64 a
1:131.072) foram adicionadas em placas de 96 pocos,
fundo em “U” (LINBRO, ICN Biomedicals, Inc. Aurora,
Ohio) juntamente com 50ul da suspenséao de parasitas
(2,5 x 10° ou 5 x 10° parasitas/pogo). A mistura foi
incubada a 25°C por 30 minutos ou a 37°C por 30
minutos, lavada duas vezes com 150ul de PBS-10%
SFB por centrifugacao (4°C, 1.000g por 10 minutos) e
0 sobrenadante desprezado.

Para revelacéo da ligagcdo de IgG na superficie do
parasita, procedeu-se a incubacao das formas
promastigotas, na presenca de 50ul de anticorpo
policlonal anti-lgG humano (especifico para a porgéao
Fc) marcado com isotiocianato de fluoresceina-FITC
(Sigma Chemical Corp., St. Louis, MO) nas diluicées
1:200, 1:400 e 1:800 em PBS-10% SFB. As
temperaturas e tempos de incubagao foram variaveis,
sendo 30 minutos a 25°C para os parasitas incubados
com o soro humano a 25°C por 30 minutos; 37°C por
30 minutos e 4°C por 60 minutos para os parasitas
incubados com o soro humano a 37°C por 30 minutos,
sempre ao abrigo da luz. Os parasitas foram novamente
lavados duas vezes com 150ul de PBS-10% SFB
por centrifugacédo (4°C, 1.000g, 10 minutos) e o
sobrenadante desprezado. Os parasitas foram entédo
fixados com 200ul de solugéo fixadora para citometria
(10g/l de paraformaldeido, 10,29/l de cacodilato de sddio
e 6,65¢/1 de cloreto de sodio, pH 7,2, Sigma Chemical
Corp, St. Louis, MO) e incubados por pelo menos 30
minutos a 4°C. As amostras foram mantidas a 4°C, ao
abrigo de luz, até o momento da leitura no citbmetro de
fluxo (FACScan-Becton Dickinson, San Jose, CA, EUA).

Para cada ensaio foi feito um controle interno da
reacao, para avaliar a ligacao inespecifica do anticorpo
secundario. Neste controle, os parasitas foram
incubados na auséncia de soro humano, porém na
presenca do anticorpo secundario anti-lgG humano
fluoresceinado. Em todos as baterias de testes foram
incluidas amostras de soros controles positivo e
negativo para LTA.

Aquisicao e analise dos dados da citometria de
fluxo. A aquisicao e andlise dos dados foram realizadas
no citdmetro de fluxo FACScan (Becton Dickinson)
empregando o software Cell-Quest. Para cada amostra
individual foram adquiridas informagdes relativas aos
parédmetros tamanho, granulosidade e intensidade
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relativa de fluorescéncia de 10.000 parasitas. A Figura 1A
mostra a distribuicéo caracteristica e homogénea que
as formas promastigotas apresentam em gréaficos de
tamanho versus granulosidade, o que permite o
posicionamento de um marcador sobre a regido
correspondente a populagéo de interesse (R1). Esse
perfil foi obtido ajustando-se os ganhos de tamanho e
granulosidade, em escala log, com valores EOO e 300,
respectivamente. Utilizando histogramas de intensidade
de fluorescéncia em fungdo do numero de parasitas,
procedia-se a andlise da intensidade de fluorescéncia
relativa apresentada pela populagéo selecionada. Para
cada experimento foi estabelecido um limiar de
positividade de no maximo 2%, em funcao da curva de
fluorescéncia do tubo controle de ligacao inespecifica
do anticorpo secundario (Figura 1B). Em seguida,
empregando-se o0 mesmo marcador foram obtidos os

valores do percentual de parasitas fluorescentes
positivos (PPFP) para cada amostra individual (Figura
1C e D). A analise dos resultados foi realizada segundo
descrito por Martins-Filho et al*® estabelecendo um
valor de PPFP de 20% como um ponto de corte entre
resultados positivos e negativos. Nas etapas de
padronizagéo da metodologia, onde foram empregadas
misturas de soros, os valores de PPFP foram
classificados em positivo ou negativo para cada
diluicdo da mistura. Na analise do método, onde foram
avaliados os soros individuais, os valores de PPFP
foram classificados em positivo ou negativo
considerando a média dos valores obtidos para cada
grupo de soros testados. Num estudo posterior, foi
estabelecido um valor de PPFP de 50% como limiar
entre baixa e alta reatividade, segundo descrito por
Cordeiro et al™.
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Figura 1 - Seqliéncia de andlise de anticorpos anti promastigotas vivas de L. (V.) braziliensis por citometria de fluxo.
Selecdo da populagao de formas promastigotas de Leishmania (V.) braziliensis, em gréficos de tamanho e granulosidade
(A). Histogramas individuais representando o percentual de parasitas fluorescentes (PPFP) obtidos com controle
Interno da rea(cDajo B), apds a incubacdo com um soro ndo infectado (C) e com soro de um paciente portador de

leishmaniose

posicionamento do marcador (M1) segue o critério de se obter no mdximo 2% de PPFP para o

controle interno da reacdo, segundo descrito em material € métodos.
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Analise estatistica. A analise estatistica foi
realizada utilizando o software Minitab 9.2. O estudo
estatistico comparativo entre grupos foi realizado
empregando a Analise de Varidncia - ANOVA

ONEWAY. Diferencas estatisticamente significativas
foram identificadas pelo teste t de Student. A diferenca
entre grupos foi considerada significativa quando
p<0,05.

RESULTADOS

Etapas iniciais de padronizacao. Influéncia da fase
de cultivo de promastigotas na pesquisa de anticorpos
anti formas promastigotas vivas: a Figura 2 mostra os
resultados da reatividade de IgG total anti formas
promastigotas vivas de L. (V.) braziliensis, expressos
como PPFP, em mistura de soros de individuos nao
infectados (PN), de individuos néo infectados de area
endémica para leishmaniose (PNE) e de pacientes
portadores de leishmaniose (PL). A analise dos
resultados mostrou que os ensaios realizados com
promastigotas de 4 dias de cultivo apresentaram um

perfil de reatividade que permitiam identificar a mistura
de soros PL como positiva (PPFP>20%) e as misturas PN
e PNE como negativas (PPFP<20%), nas dilui¢des do soro
humano 1:1.024 a 1:4.096. O uso de promastigotas de 7
dias de cultivo promoveu um aumento nos valores de PPFP
para a mistura PN e PNE, embora apenas na mistura PN
os resultados de PPFP foram superiores a 20%, nas
diluicbes do soro humano 1:1.024 e 1:2.048. A utilizacao
de promastigotas de 10 dias de cultivo promoveu uma
elevacao menos intensa nos valores de PPFP apenas da
mistura PN.
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Figura 2 - Influéncia da fase de cultivo do parasita (A= 4 dias, B= 7 dias e C= 10 dias) nos valores de PPFP apds
incubacao de promastigotas vivas de L. (V.) braziliensis com soro humano a 37°C/30 minutos em diferentes diluicoes,

seguida por incubagdo com anticorpo secundario anti-lgG humano conjug
resultados estao expressos como valores individuais de PPFP para cada di

em material e métodos.

Influéncia da concentragéo do anticorpo murino anti-
Fc de IgG humano conjugado ao FITC na pesquisa de
anticorpos anti formas promastigotas vivas: a Figura 3
mostra os resultados da reatividade de IgG total anti
formas promastigotas vivas de L. (V.) braziliensis,
expressos como PPFP, em mistura de soros de
individuos nao infectados (PN), de individuos nao
infectados de area endémica para leishmaniose (PNE)
e de pacientes portadores de leishmaniose (PL). A
reatividade da mistura dos soros na diluicdo 1:1.024 foi
obtida empregando-se trés diluicdes do conjugado
(1:200, 1:400 e 1:800). A andlise dos resultados mostrou
valores negativos de PPFP para as misturas PNE nas
trés diluicdes do conjugado empregadas, enquanto para
PN apenas na diluicdo do conjugado 1:800. Valores de

ado com FITC (1:400) a 4°C/60 minutos. Os

luicdo da mistura de soros, segundo descrito

baixa reatividade (PPFP<50%) foram observados para
a mistura PN nas dilui¢es do conjugado 1:200 e 1:400.
A reatividade da mistura PL foi alta nas trés diluicbes
do conjugado testadas (PPFP >50%).

Influéncia da temperatura e do tempo de incubagcdo
na pesquisa de anticorpos antiformas promastigotas
vivas: a Figura 4 mostra os resultados da reatividade
de IgG total antiformas promastigotas vivas de L. (V)
braziliensis, expressos como PPFP, em mistura de soros
de individuos nao infectados (PN), de individuos néo
infectados de area endémica para leishmaniose (PNE)
e de pacientes portadores de leishmaniose (PL). A
reatividade da mistura dos soros humanos nas diluicoes
1:256 a 1:2.048 foi obtida empregando-se diferentes
condicdes de reagdo no que se refere a incubagédo com
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Figura 3 - Influéncia da concentraggo do anticorpo secundario anti-lgG humano
conjugado com FITC nos valores de PPFP apds a incubagdo de promastigotas
vivas de L. (V.) braziliensis (10 dias de cultivo) com soro humano (1:1.024) a
37°C/30 minutos e com o anticorpo secundario anti-lgG humano a 4°C/60
minutos. Os resultados estdo expressos como valores individuais de PPFP
para cada mistura de soros, segundo descrito em material e métodos.
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Figura 4 - Influéncia da temperatura e do tempo de reagcdo com o soro (A= 37°C/30 minutos, B= 25°C/30 minutos e C=37°C/
30 minutos) e com o anticorpo secundério antl-égG humano conjugado com FITC, diluido 1:400 (A= 4°C/60 minutos, B= 25°C/
30 minutos e C=37°C/30 minutos) nos valores de PPFP apds incubagéo de promastigotas vivas de L. (\.) braziliensis (10 dias
de cultivo) com soro humano em diferentes diluicbes. Os resultados estao expressos como valores individuais de PPFP para
cada mistura de soros, segundo descrito em material e métodos.

a mistura de soro e com o anticorpo secundario
conjugado com FITC. Empregamos as condi¢cbes 25°C
por 30 minutos e 37°C por 30 minutos para a incubagao
das promastigotas de 10 dias com as misturas de soros
e 25°C por 30 minutos, 4°C por 60 minutos e 37°C por
30 minutos para a incubacdo com o conjugado na
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diluicéo 1:400, previamente padronizadas. A andlise dos
dados ndo mostrou nenhuma diferenga na reatividade
das misturas de soros quando incubadas a 37°C,
independente das condi¢cdes de incubacdo com o
conjugado. Entretanto, a incubagédo com o soro e com
0 conjugado a 25°C por 30 minutos mostrou valores de
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PPFP positivos para as mistura PN e PNE em dilui¢cdes
que apresentavam valores negativos de PPFP nas
demais condi¢des de incubagéo, mesmo na diluicdo do
soro 1:2.048.

120 ,

Influéncia do numero de promastigotas em
suspensdo na pesquisa de anticorpos antiformas
promastigotas de L. (V.) braziliensis: a Figura 5 mostra
os resultados da reatividade de IgG total antiformas

o5 0x109

o 2 5x 104

IN® de promastigotas’poco

Figura 5 - Influéncia do nimero de promastigotas nos valores de PPFP
apds incubagdo de promastigotas vivas de L. (V.) braziliensis (10 dias de
cultivo) com soro humano (1:1.024) a 37°C/30 minutos, e com o anticorpo
secunddrio anti-lgG humano conjugado com FITC (1:400) a 37°C/30
minutos. Os resullados da reatividade estdo expressos como valores de
PPFP para cada soro individual, segundo descrito em material e métodos.

promastigotas vivas de L. (V.) braziliensis, expressos
como PPFP, em soros individuais de pacientes
portadores de leishmaniose, empregando-se 250.000
e 500.000 promastigotas/pog¢o, em condi¢cdes
metodoldgicas previamente padronizadas (mistura de
soros na concentracdo 1:1024, conjugado na diluicao
1:400 e ambas incubagdes 37°C por 30 minutos) . A
analise dos resultados ndo demonstrou nenhuma
diferenca significativa nos valores de PPFP quando
foram utilizados 250.000 ou 500.000 promastigotas.

Analise do método. Andlise comparativa da
reatividade de IgG antiformas promastigotas vivas de
Leishmania (V.) braziliensis e da reatividade na RIFI
em soros de individuos com auséncia ou presenca de
les&o: a Figura 6 mostra os resultados da reatividade
de IgG total anti formas promastigotas vivas de L. (V.)
braziliensis, expressos como média dos valores de
PPFP, dos soros individuais dos grupos L- e L+,
classificados quanto a auséncia ou presenca de leséo,
respectivamente. A reatividade dos soros individuais foi
obtida ap6s incubagéo do soro humano nas diluicdes
(1:64 a 1:131.072) com promastigotas vivas, de 10 dias
de cultivo, nas condi¢des previamente padronizadas.
Os resultados foram classificados em positivos quando
PPFP>20% e negativos quando PPFP<20%. A analise

Meédia do FPFP
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Inverso da diluigéio do soro

Figura 6 - Curva de titulagdo de anticorpos IgG antiformas
promastigotas vivas de L. (V.) braziliensis presentes em soros
de individuos com sorologia convencional positiva para
leishmaniose, classificados quanto a auséncia ou a presenca de
leséo (L-, n=18 e L+, n=21), e individuos néo infectados de area
endémica (NE). Os resultados da reatividade estdo expressos
como média dos valores de PPFP para cada grupo avaliado,
segundo descrito em material e métodos.
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das curvas de titulacdo dos anticorpos dos soros
individuais, expressos como média dos valores de PPFP,
demonstrou que a diluicdo do soro humano
1:1.024 ¢é ideal para distinguir individuos nao
infectados (PPFP<20%.) de individuos infectados
(PPFP>20%). A andlise dos dados mostrou curvas de
titulacdo de anticorpos que configuram a alta
sensibilidade do teste e ainda que, o grupo L+
apresentou valor médio de PPFP maior que o grupo L-
em todas as diluigdes do soro humano. O grupo L+
apresentou valor médio de PPFP positivo até a diluicao
1:131.072, enquanto o grupo L- apresentou valores
positivos até a diluicdo 1:2.048. A Figura 7 mostra os
resultados da reatividade de IgG total antiformas
promastigotas vivas de L. (V.) braziliensis, expressos
como valores de PPFP para amostras individuais de

Inverso da diluicio do soro

soro dos grupos L- e L+, considerando a auséncia ou
presenca de lesdo, respectivamente. As Figuras 7A e B
mostram as curvas de titulacdo de anticorpos dos
individuos L- e L+. O estabelecimento de um limiar de
reatividade de 50% de PPFP permitiu a separacdo dos
individuos em dois subgrupos: pacientes com alta
reatividade (PPFP>50%) e individuos com baixa
reatividade (PPFP<50%). Empregando este critério, o
estudo da média dos valores de PPFP dos grupos L- e
L+, na diluicao do soro humano 1:1.024, permitiu classificar
0 grupo L- como de baixa reatividade e o grupo L+ como
de alta reatividade (Figura 7C). A analise estatistica
demonstrou de forma significativa que 95% dos pacientes
do grupo L+ concentram-se no grupo com alta reatividade
(PPFP>50%) em contraste com o grupo L-, onde 72%
dos individuos agrupam-se numa regidao de baixa
reatividade (PPFP<50%).

Inverso da diluigio do soro

100 - - o"e"a"e0,%,%
a 1 }
o v 9594
s} ]
.
o
B .
= S0 [m ]
=
o 7200 L
o
Ponn
DOOOO
0 T .
L- L+

Figura 7 - Reatividade de IgG antiformas promastigotas vivas de L. (V.) braziliensis em soros de individuos com sorologia

convencional positiva para leishmaniose, classificados quanto a auséncia ou a presenca de lesao (L-, n=18

e L+ n=27).

Os resultados estdo expressos como valores individuais de PPFP. A reatividade de amostras individuais dos grupos L- e
L+ foi avaliada ao longo da curva de titulacdo (A e B) e na diluicao 1:1.024 selecionada (C).
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A Figura 8 mostra os resultados da reatividade de
IgG, expressos em titulos da RIFI, para os soros
individuais dos grupos L- e L+, classificados quanto a
auséncia ou a presenca de lesdo, respectivamente. A
analise dos resultados ndo demonstrou nenhuma

diferenca significativa entre o titulo médio de RIFI do
grupo L- e L+. Além disso, a andlise da dispersao dos
titulos da RIFI nos dois grupos nao permitiu evidenciar
a existéncia de nenhum agrupamento especifico de
baixa e alta reatividade.
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Figura 8 - Reatividade de anticorpos IgG antiformas promastigotas fixadas de
L.al.) braziliensis presentes em amostras de soros de individuos com sorologia
convencional positiva para_leishmaniose, classificados quanto a auséncia ou a
presenca de les&o (L-, n=18 e L+, n=21), avaliados através da RIFI. Os resultados

estdo expressos como titulos da RIFI.

DISCUSSAO

A LTA é uma infeccdo acompanhada pelo
desenvolvimento de resposta imune celular e humoral no
hospedeiro infectado®. Com o objetivo de melhor
caracterizar a participacéo da resposta imune humoral na
LTA, diversos estudos tém focalizado a aten¢do na andlise
da resposta de anticorpos, demonstrando assim que a
resposta imune humoral também desempenha um
importante papel na evolucdo clinica da doenga? 303,
Dentre os tdpicos abordados no estudo da resposta
humoral, podemos citar ainda aqueles que avaliam o uso
das investigagcdes soroldgicas no diagndstico da LTA9 429,

A avaliagdo da resposta imune humoral tem sido
geralmente abordada através de testes imunosorolégicos,
tais como RIFI, HAI e ELISA. Vérios autores procuram
superar as limitagdes destas técnicas e o principal desafio
tem sido a busca de uma preparagao do antigeno ideal
para pesquisa de anticorpos antiLeishmania. Walton et
al*® e Shaw & Lainson® propuseram o uso de formas
amastigotas do parasita como antigeno para RIFIl, mas
apesar dos bons resultados obtidos, existe grande
dificuldade de cultivo desta forma evolutiva. Com o uso de
promastigotas do parasita como antigeno da RIFI, o que
se observa em varios trabalhos é a grande variabilidade

dos resultados no que se refere sensibilidade e
especificidade' '® 227 De forma analoga a RIFI, a
especificidade também é um desafio na ELISA e tem sido
alvo de investigacdes. O uso de antigenos recombinantes
tem melhorado nao s6 especificidade, mas também a
sensibilidade desses ensaios imunosoroldgicos?? 32 %7,
Além dos desafios no diagnostico soroldgico da LTA, deve-
se também considerar as dificuldades desses testes em
distinguir a infeccdo em curso dos casos de infeccéo
passada ou a infeccdo ativa dos casos onde houve
desenvolvimento de infecgao abortiva ou subclinica.

Recentemente demonstramos a aplicabilidade da
citometria de fluxo na investigacdo de anticorpos
antiformas tripomastigotas vivas do T. cruzi, e sua
utilizacdo no monitoramento de cura pds- terapéutica
especifica em infeccdo humana por T. cruzi. Esta
metodologia apresenta alta sensibilidade e permite uma
andlise mais especifica da resposta humoral, pois
minimiza as reacgdes cruzadas, ja que avalia, de forma
seletiva, anticorpos dirigidos contra antigenos de
membrana do parasita, evitando, assim, a reatividade
com epitopos intracitoplasmaticos, potentes alvos de
reatividade cruzada entre tripanosomatideos.
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Considerando as aplicabilidades da citometria de
fluxo, neste estudo apresentamos dados referentes a
padronizacdo de uma metodologia para pesquisa de
anticorpos anti formas promastigotas vivas de
Leishmania (V.) braziliensis. Esta nova abordagem visa
estudar a existéncia de uma correlacédo entre a resposta
imune humoral e a presenca de infeccao ativa,
proporcionando assim, uma nova perspectiva para 0os
estudos da resposta imune humoral na LTA.

Para a padronizacdo da metodologia, numa
abordagem inicial avaliamos a reatividade de 1gG total
antipromastigotas vivas de Leishmania (V.) braziliensis
em diferentes fases do crescimento em cultura, visando
identificar a preparagéo antigénica que melhor permitiria
distinguir pacientes infectados de individuos nao
infectados. No procedimento de padronizagéao foi
imprescindivel identificar as condi¢cdes de cultivo dos
parasitas, principalmente considerando que 0s mesmos
seriam utilizados em técnicas soroldgicas. A expresséo
de inumeras moléculas antigénicas, sobretudo as de
superficie dos parasitas, podem sofrer mudancas,
dependendo das condic¢des de cultivo o que pode levar
a perda da infectividade®, e principalmente a mudancas
na composicdo antigénica dos parasitas'' ?'. Neste
contexto, avaliamos a reatividade de IgG utilizando
parasitas na fase log inicial, log tardia e fase estacionaria
de crescimento, que correspondem a parasitas de
4,7 e 10 dias de crescimento em cultura (Figura 2). Em
todos os experimentos, a utilizagdo de um indéculo
proveniente de uma cultura em fase log inicial com
menor numero de passagens in vitro permitiu a
obtencéo das formas promastigotas morfologicamente
mais homogéneas, com um perfil de tamanho e
granulosidade bem homogéneo como o observado na
Figura 1A. Nesta etapa inicial de padronizacéo, a
escolha de variaveis, tais como: o nimero de parasitas
em suspensao (5 x 10° parasitas/pogo), as diluicdes do
soro (1:1.024 a 1:4.096), a temperatura de reagéo (37°C
por 30 minutos), a diluicdo do conjugado (1:400) e a
temperatura de incubagéo (4°C por 60 minutos) baseou-
se nas condi¢des descritas por Martins-Filho et al®® para
a pesquisa de anticorpos anti-T. cruzi. Nossos dados
mostraram que os parasitas de fase estacionaria (10
dias de cultivo) foram os ideais, uma vez que estas
formas promastigotas permitiram distinguir os grupos
de individuos infectados e nao infectados (Figura 2),
além de ser antigenicamente mais complexas e de
maior infectividade' 1215203435 Gjannini'® mostrou que
promastigotas da fase estacionaria de cultivo sdo mais
infectantes para hamsters que aquelas da fase log.
Segundo Sacks & Perkins®, na fase estacionaria de
crescimento dos parasitas, estdo as promastigotas
metaciclicas que nos meios de cultivo, resultam da
diferenciacéo de formas promastigotas n&o infectantes
da fase log, devido, sobretudo, a escassez de nutrientes
encontrada no meio de cultura durante a fase
estacionaria. Doran & Herman'!, Franke et al'?, Sacks
et al®*, Howard et al?®®, trabalhando com L. donovani,
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L. major, L. mexicana, respectivamente, observaram que
o desenvolvimento de formas metaciclicas esta
associado com alteragdes nos carboidratos de
superficie das células para ligacdo com lectinas'' *¢, no
aumento da resisténcia das promastigotas a destruicao
pelo soro humano' e na alteracdo da morfologia e
motilidade. Embora as formas promastigotas de
fase estacionaria apresentem maior expressédo de
carboidratos, como gp63 e de LPG, que favoreciam
ligacdes inespecificas de anticorpos polireativos, estas
reacdes poderiam ser minimizadas ou eliminadas
através de diluicbes sucessivas dos soros.

No procedimento de padronizagdo da diluicdo do
anticorpo murino anti-Fc de IgG humano conjugado com
FITC, a andlise dos resultados conduziu a escolha da
diluicdo do conjugado 1:400, a qual permitiu distinguir
individuos nao infectados de pacientes portadores de
LTA, apresentando valor baixo de PPFP para PN, valor
negativo de PPFP para PNE e maior valor de PPFP para
PL comparado as demais diluigdes do conjugado (Figura 3).
A diluicdo 1:200 apresentou valor de PPFP positivo para
PN e a diluicao 1:800, embora tenha apresentado valores
negativos de PPFP para PN e para PNE, houve uma
queda no valor do PPFP do PL. A temperatura de
incubacao com o soro humano e com o conjugado foram
relevantes para a otimizag@o dos resultados (Figura 4.
Optamos pela utilizacdo da incubagdo com o soro
humano a 37°C por 30 minutos considerando a maior
especificidade do método nesta condigcao em relagéo a
incubacdo a 25°C. Em relacédo a incubagdo com o
conjugado, a escolha da incubacao a 37°C por 30
minutos, o tempo menor de incubacao a 37°C foi o fator
decisivo, visando otimizagcao do tempo de reacao.
Também, na avaliacdo do numero de formas
promastigotas em suspensao para a pesquisa de anticorpos
anti L. (V.) braziliensis, optamos por utilizar 500.000
promastigotas/poco, visando um procedimento de leitura
mais rapido, otimizando assim a metodologia (Figura 5).

Uma vez padronizados os diferentes parametros que
poderiam interferir na analise sorolégica baseada na
citometria de fluxo, realizamos uma andlise comparativa
entre grupos de individuos residentes em éarea
endémica para LTA, com sorologia convencional positiva
para leishmaniose, classificados quanto a auséncia ou
a presenca de lesao. O estudo de amostras individuais
demonstrou que, na diluicdo 1:1.024, a presencga de
leséo estava relacionada com valores de PPFP de alta
reatividade (>50%), com 95% dos pacientes (20/21)
classificados como de alta reatividade (Figura 7C).
Embora o grupo L- tenha apresentado um padrédo de
resposta mais heterogéneo, com ampla dispersdo de
valores de PPFP, observamos que 72% dos individuos
(13/18) podiam ser agrupados em valores de PPFP de
baixa reatividade (<50%) (Figura 7C). E importante
ressaltar que a analise dos titulos de reatividade na
RIFI ndo demonstrou nenhuma relagdo com a auséncia
ou presenca de lesao.

E interessante observar que a reatividade do grupo
L- pode representar diferentes estagios da resposta
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imune, talvez associada a diferentes momentos no
desenvolvimento de uma futura lesdo ou casos onde
houve desenvolvimento de infeccdo abortiva ou
subclinica. Além disso, a possibilidade de reatividade
cruzada nado deve ser descartada. O estudo da
reatividade sorolégica de individuos apresentando
lesbes recentes ou lesbdes crbnicas estd ora em
andamento em nosso laboratério e sera importante para
esclarecer a primeira hipétese. A possibilidade de esses
individuos apresentarem lesbes curadas foi descartada
pela histéria clinica e pela auséncia de lesdes
cicatriciais. A intradermorreacao de Montenegro positiva
em individuos de area endémica sem histéria ou
cicatrizes compativeis com leishmaniose e sem
qualquer lesédo suspeita, aponta para a possibilidade
de formas abortivas ou infecgdes subclinicas’®”26. Com
o objetivo de melhor caracterizar a forma subclinica da

infecgéo iremos reavaliar o grupo L- subdividindo-o em
individuos com teste de Montenegro positivo ou negativo.
O estudo de subclasses de IgG reativos anti formas
promastigotas vivas em pacientes portadores de LTA e
pacientes portadores outras infecgdes sera conduzido
para identificar possiveis casos de reatividade cruzada.

Em suma, nossos resultados sugerem a
aplicabilidade da citometria de fluxo para evidenciar os
casos de LTA em atividade clinica, o que nao tem sido
possivel através das rea¢des sorolégicas convencionais.
Além disso, as informacgdes geradas neste estudo abrem
novas perspectivas para pesquisa soroldgica na LTA e
estimulam novas investigagdes, incluindo a andlise
comparativa da reatividade de anticorpos, empregando-
se preparacgOes de parasitas vivos e fixados, importantes
para validar a utilizagdo das formas promastigotas vivas
nos ensaios sorolégicos na LTA.
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