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Luiz Claudio Ferreira COMPARACAO ENTRE AS TECNICAS DE HIBRIDIZACAO
IN  SITU, HISTOPATOLOGIA E IMUNO-HISTOQUIMICA SITU PARA
DIAGNOSTICO DE LEISHMANIOSE TEGUMENTAR AMERICANA EM
AMOSTRAS DE PELE

RESUMO

A leishmaniose tegumentar americana (LTA) é uma antropozoonose causada por
diferentes espécies de protozoario do género Leishmania, que causam lesdes na
pele e/ou mucosas de vias aerodigestivas superiores de humanos e outros
mamiferos. O diagndstico definitivo de LTA é baseado em exames laboratoriais que
detectam o parasito na lesdo, o que muitas vezes € dificil pela baixa carga
parasitaria. Nesse contexto, a técnica de hibridizac&o in situ (HIS) tem se mostrado
promissora, detectando espécies de Leishmania em tecidos. Este estudo objetiva
comparar as técnicas de hibridizac&o in situ usando sonda genérica, histopatologia e
imuno-histoquimica para diagnéstico de leishmaniose tegumentar americana
humana em amostras de pele. Foram selecionadas 50 amostras de biopsia de pele
obtidas de pacientes atendidos no Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas
(INI), Fiocruz, no periodo de 2000 a 2005, nos quais foi possivel o diagnéstico de
LTA por isolamento em cultura e caracterizacdo de Leishmania braziliensis. As
amostras foram fixadas em formol, incluidas em parafina e examinadas pelas
técnicas de HIS usando sonda genérica para Leishmania, imuno-histoquimica (IHQ)
e histopatologia, para avaliagdo da sensibilidade dos trés métodos, utilizando a
cultura parasitolégica como padrédo ouro. Para avaliacdo de reacdes cruzadas pelas
técnicas de HIS e IHQ, foram também incluidas amostras adicionais de trés
pacientes com diagndstico de micoses cutaneas causadas por Sporothrix spp.,
Candida albicans e Histoplasma capsulatum. As sensibilidades das técnicas de
IHQ, HIS e histopatologia na deteccao de formas amastigotas foram de 66%, 54% e
50%, respectivamente. A técnica de HIS ndo apresentou hibridizacdo cruzada com
antigenos fungicos, enquanto a IHQ apresentou reacdo cruzada com todas as
espécies de fungos aqui estudadas. A técnica de HIS apresentou boa sensibilidade
na deteccdo de formas amastigotas e auséncia de reacdo cruzada com espécies de
fungo, de modo que o seu emprego € recomendado na rotina diagnostica do Servico

de Anatomia Patologica do INI, Fiocruz.

Palavras-chave: Leishmaniose Cutéanea, diagnostico, hibridizag&o in situ, imuno-

histoquimica.



Luiz Claudio Ferreira EVALUATION OF THE IN SITU HYBRIDIZATION
TECHNIQUE FOR THE DIAGNOSIS OF AMERICAN TEGUMENTARY
LEISHMANIOSIS IN SKIN SAMPLES

ABSTRACT
American tegumentary leishmaniasis (ATL) is an anthropozoonosis caused by
different protozoan species belonging to the Leishmania genus, and causes lesions
on the skin and/or mucosa of the upper airways of humans and other mammals. A
definitive ATL diagnosis is based on laboratory tests that detect the parasite in the
lesions, which is often difficult due to low parasite loads. In this context, the in situ
hybridization (ISH) technique was shown to be promising, by satisfactorily detecting
Leishmania species in tissues. The aim of this study was to compare the techniques
of in situ hybridization using a generic probe, histopathology and
immunohistochemistry to diagnose American tegumentary leishmaniasis in skin
samples. The sample comprised fifty skin biopsy specimens from patients seen at the
Evandro Chagas National Institute of Infectious Diseases (INI), Fiocruz, between
2000 and 2005, in which LTA diagnosis was confirmed through parasite isolation in
culture followed by characterization of Leishmania braziliensis. The specimens were
fixed in formalin, embedded in paraffin and analysed through ISH, using a generic
probe for Leishmania, immunohistochemistry (IHC) and histopathology, for
evaluating the sensitivities of the three different methods, using parasite culture as a
reference standard. Additional specimens from three patients diagnosed with
cutaneous mycoses caused by Sporothrix spp., Candida albicans e Histoplasma
capsulatum were also included to evaluate cross-reactions in ISH and IHC. The
sensitivities of IHC, ISH and histopathology for detecting amastigotes of Leishmania
were 66%, 54% and 50%, respectively. The ISH technique did not show cross-
hybridization with fungal antigens, while IHC presented cross-reactions with all the
fungal species herein evaluated. The ISH technique showed good sensitivity in the
detection of amastigote forms and the lack of cross-reactions with fungal species, so
that its use is recommended in the diagnostic routine at the Anatomical Pathology

Service at INI, Fiocruz.

Key words: Tegumentary Leishmaniasis, in situ hybridization,

immunohistochemistry.
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1 INTRODUCAO

1.1 Leishmaniose tegumentar americana

A leishmaniose tegumentar americana (LTA) € uma antropozoonose causada
por diferentes espécies do protozoario do género Leishmania, que causam lesdes na
pele e/ou mucosas de vias aerodigestivas superiores de humanos e outros
mamiferos domeésticos e silvestres (WHO, 2010). Nas Américas, a LTA é endémica
em diversos paises, desde o sul dos Estados Unidos até o Norte da Argentina
(MINISTERIO DA SAUDE, 2017h).

A transmissdo das espécies de Leishmania causadoras de LTA para os
humanos e animais ocorre por meio da picada de fémeas infectadas de dipteros da
familia Psychodidae, sub-familia Phebotominae, denominados flebotomineos. No
Novo Mundo, os flebotomineos do género Lutzomyia sdo os vetores bioldgicos do
género Leishmania. As principais espécies de flebotomineos envolvidas na
transmissdo da LTA no Brasil s&o: Lutzomyia flaviscutellata, L. whitmani, L.
umbratilis, L. intermedia, L. wellcomei e L. migonei (MINISTERIO DA SAUDE,
2017b).

1.1.1 Agentes etiolégicos

S&o atualmente reconhecidas 11 espécies dermotropicas de Leishmania
causadoras de LTA humana. No Brasil, a doenca ocorre em todos os estados e ja
foram identificadas 7 espécies: Leishmania (Viannia) braziliensis, L. (Leishmania.)
amazonensis e L. (V.) guyanensis, que sdo as que mais comumente causam lesao
tegumentar e, de ocorréncia mais rara, L.V lainsoni, L.V shawi, L.V naiffi e L.V
lindenbergi (MINISTERIO DA SAUDE, 2017b; WHO, 2010). A espécie mais
frequente é a L.V braziliensis (WHO, 2010).
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1.1.2 Epidemiologia

A LTA constitui um problema de saude publica em 85 paises, distribuidos em
quatro continentes (Américas, Europa, Africa e Asia), com registro anual de 0,7 a 1,3
milhdo de casos novos.No continente americano, ha registro de casos desde o sul
dos Estados Unidos ao norte da Argentina, com excec¢do de Chile e Uruguai. E
considerada pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) como uma das seis mais
importantes doencas infecciosas, pelo seu alto coeficiente de deteccdo e a
capacidade de produzir deformidades (MINISTERIO DA SAUDE, 2017b).

O desmatamento e a construcdo de residéncias proximas a florestas,
sobretudo em encostas de serras, propiciou a adaptacdo dos flebotomineos ao
domicilio e peridomicilio e também do parasito a novos vetores e hospedeiros
reservatorios. Essas alteracbes ambientais favoreceram a transmissao de
Leishmania a animais domésticos e humanos, levando a urbanizacdo da LTA no
Brasil e outros paises sul-americanos (DA-CRUZ; PIRMEZ, 2013; MINISTERIO DA
SAUDE, 2017b; WHO, 2010).

No Brasil, em 1909, foram pela primeira vez descritas formas amastigotas de
Leishmania spp. em Ulceras cutdneas e nasobucofaringeas em individuos que
trabalhavam na construcdo de rodovias no interior de Sdo Paulo. Desde entdo, a
LTA vem sendo descrita em varios municipios de todas as Unidades Federadas. Em
média, sdo registrados cerca de 25.763 casos/ano, com coeficiente de incidéncia de
11,3 casos/100.000 habitantes nos ultimos 5 anos. A regido Norte apresenta o maior
coeficiente (54,4 casos/100.000 habitantes), seguida das regides Nordeste (22,9
casos/10.000 habitantes) e Centro-Oeste (14,7 casos/100.000 habitantes)
(MINISTERIO DA SAUDE, 2017b). Entre os anos de 1990 e 2015, foram registrados
675.090 casos de LTA no Brasil, com uma média de 26.474 casos por ano
(MINISTERIO DA SAUDE, 2017a). No ano de 2015, foram registrados 19.395 casos
no pais, sendo 75% deles nas regides Norte e Nordeste. O estado com maior
namero de casos em 2015 foi o Para, seguido de Bahia e Mato Grosso. No estado
do Rio de Janeiro, foram registrados 23 casos em 2015, havendo uma média anual
de cerca de 203 casos entre 1990 e 2015 (MINISTERIO DA SAUDE, 2017a). A
doenca é de importancia em saude publica no pais, ndo somente pelo numero de
casos e ampla distribuicdo geografica, mas também por ser capaz de causar lesdes
destrutivas, desfigurantes e também incapacitantes (GONTIJO; CARVALHO, 2003),
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além dos efeitos adversos do tratamento que podem ser graves (LIMA et al., 2007;
GOMES et al., 2014).

1.1.3 Sinais clinicos

A LTA apresenta um amplo espectro de formas clinicas e se caracteriza,
principalmente, pela presenca de ulceras rasas, Unicas ou multiplas, de formato
redondo a oval, de borda elevada e assoalho de aspecto granuloso na pele ou
mucosas (GONTIJO; CARVALHO, 2003). Também podem ser observadas lesdes
atipicas: exofiticas, sem borda definidos, verrucosas, papulas e les6es acneiformes
disseminadas. A LTA apresenta trés formas de acordo com a localizacdo das lesdes:
cutdnea, mucosa ou mucocutanea. A ocorréncia de linfoadenopatia regional é
frequente (GONTIJO; CARVALHO, 2003). A forma cutanea difusa ocorre em
pacientes com comprometimento da resposta imunoldgica e, no Brasil, é causada
pela espécie L. (L.) amazonensis. Clinicamente, a forma cutanea difusa caracteriza-
se por lesBes nodulares ou placas, raramente ulceradas, extensivas e difusas. A
forma mucosa é causada principalmente por L.V braziliensis, sendo uma evolucéo
da forma cutanea inicial com lesdes ja cicatrizadas ou em atividade e normalmente
afeta individuos com lesdes cutaneas tratadas inadequadamente, precedida de
disseminacdo hematica do parasito. Caracteriza-se por infiltracdo das mucosas,
deformidades e destruicdo de estruturas faciais, especialmente o septo nasal, e com
menor frequéncia a mucosa oral e orofaringe. Nos pacientes de LTA coinfectados
com o virus HIV, as lesbes cutaneas variam de papulas a uUlceras uUnicas ou
multiplas. Lesbes atipicas, como maculas ou papulas, e disseminadas podem ser
encontradas em areas nao expostas, tal como a regido genital. Adicionalmente,
pode ocorrer visceralizagdo da LTA (MINISTERIO DA SAUDE, 2017b).

1.1.4 Diagnéstico

O diagndstico da LTA pode ser realizado por exames clinicos associados aos
dados epidemiolégicos e exames laboratoriais. O diagndstico clinico, baseado no

aspecto das lesbes e na historia epidemiologica do paciente, é dificil e apenas
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presuntivo, devido ao amplo espectro de apresentacdes clinicas da LTA, que muitas
vezes se assemelham a outras enfermidades. S&o doencas de diagndstico clinico
diferencial: Ulceras de estase, Ulcera tropical, uUlceras de membros inferiores por
anemia falciforme, piodermites, neoplasias cutaneas, sifilis, tuberculose cutéanea,
hanseniase  virchowiana,  micobacterioses, esporotricose, histoplasmose,
lobomicose, paracoccidioidomicose, cromomicose, rinosporidiose, piodermites,
sarcoidose, psoriase, vasculites, picadas de insetos, etc. Portanto, os exames
laboratoriais sdo fundamentais para o fechamento do diagnéstico (GOMES et al.,
2014; GONTIJO; CARVALHO, 2003; MINISTERIO DA SAUDE, 2017b). Os exames
laboratoriais para o diagnéstico da LTA podem ser imunoldgicos, parasitologicos e

moleculares.

1.1.4.1 INTRADERMORREACAO DE MONTENEGRO

Os métodos imunolégicos utilizados para diagnostico da LTA sédo a
intradermorreacdo de Montenegro (IDRM) e os testes sorolégicos. Em geral, sao
testes com boa sensibilidade e baixa especificidade. A IDRM é comumente utilizada
e baseia-se em uma reacdo de hipersensibilidade tardia a antigenos extraidos de
formas promastigotas de Leishmania. O teste é realizado por meio da aplicacdo
intradérmica de 0,1 ml do antigeno na face anterior do antebraco. O resultado é
considerado positivo quando o didmetro da enduracdo da pele € igual ou superior a
5 mm, apés 48 ou 72 horas da inoculacdo. (GONTIJO; CARVALHO, 2003;
MINISTERIO DA SAUDE, 2017b; MONTENEGRO, 1926). A sua sensibilidade varia
de 84% a 100%, sendo de grande valor presuntivo no diagndstico da LTA e em
inquéritos epidemioldgicos de areas endémicas. Adicionalmente, possui baixo custo
e € pouco invasiva. Entretanto, possui especificidade limitada, em torno de 75%, nao
diferencia doenca atual e pregressa, ndo distingue doenca de infeccdo e é
geralmente negativa nas formas cutdneo difusas e em pacientes com
imunossupressdo. Casos falsos positivos podem ocorrer devido a reacfes cruzadas
com doencas de Chagas, micoses subcutaneas, tuberculose e hanseniase (GOMES
et al., 2014).
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1.1.4.2 TESTES SOROLOGICOS

Os testes soroldgicos baseiam-se na detecgdo de anticorpos anti-Leishmania
por meio das técnicas de reacao de imunofluorescéncia indireta (RIFI), que € a mais
utilizada, ELISA e testes de aglutinagcdo. S&o utilizados principalmente em inquéritos
epidemiologicos, sendo pouco utilizados na rotina devido a limitada sensibilidade,
uma vez gue titulos se revelam baixos na maioria dos casos. Possui também falhas
de especificidade, pois pode haver reacdo cruzada na Doenca de Chagas,
leishmaniose visceral, paracoccidioidomicose, pénfigo foliaceo e micoses profundas.
A sensibilidade da RIFI varia de 27,7 a 100% e a do ELISA de 67 a 96%. A
sensibilidade depende também das espécies de Leishmania presentes (GOTO;
LINDOSO, 2010).

1.1.4.3 TESTES PARASITOLOGICOS

O diagndéstico definitivo da LTA é realizado pela confirmacdo do parasito
diretamente nas lesdes por meio dos exames parasitologicos ou moleculares. Os
exames parasitolégicos sdo métodos de certeza, que permitem detectar infeccéo
ativa por meio da observacdo de formas amastigotas de Leishmania no caso do
exame direto e técnicas histolégicas ou de formas promastigotas desse parasito na
cultura parasitolégica. Sao técnicas de alta especificidade, porém de sensibilidade
limitada, uma vez que é frequente a escassez de parasito nas lesées quando a
espécie causadora envolvida € do subgénero Viannia (DA-CRUZ; PIRMEZ, 2013).
Adicionalmente, a sensibilidade dos métodos parasitolégicos € inversamente

proporcional ao tempo de evolucao da doenca (RAMIREZ et al., 2000).

1.1.4.3.1 Exame direto ou citopatoldgico

A técnica parasitologica mais utilizada pelo baixo custo, praticidade e rapidez
€ 0 exame direto. Essa técnica € realizada a partir de amostras obtidas da leséao
tegumentar por escarificacdo, puncdo por aspiracdo ou fragmento de lesdo obtido

por procedimento de biopsia da borda que é submetido a impressdo por aposi¢ao
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em lamina de microscopia. Esse material obtido é fixado em alcool metilico e corado
por corantes do tipo Romanowsky como Giemsa, Leishman ou pandptico rapido. A
sensibilidade desse método é de 42,5 a 70% usando a cultura parasitolégica como
padrdao de referéncia (MELLO et al., 2011). Apesar de ser um método especifico,
diagnostico falso positivo pode ocorrer por confusdo de formas amastigotas de
Leishmania spp. com outros microorganismos como Sporothrix spp. e Histoplasma
capsulatum e artefatos (DE MELLO et al., 2014; SAO THIAGO et al., 1998).

1.1.4.3.2 Cultura parasitolégica

A cultura parasitoldgica seguida de especiacdo pela técnica de eletroforese
enzimatica multilocus € o método de referéncia para identificacdo de Leishmania em
nivel de espécie (MELLO et al., 2011; MINISTERIO DA SAUDE, 2017b). Amostras
obtidas por biopsia ou por puncéo por aspiracdo da lesdo sdo semeadas em meio de
cultura bifasico Novy-Neal-Nicolle (NNN) e meio Schneider contendo 10% de soro
fetal bovino (MELLO et al., 2011). A sua sensibilidade varia de 36% a 78%
(BOGGILD et al., 2010; MELLO et al., 2011; WEIGLE et al.,1987). Todavia, 0s
resultados da cultura parasitolégica sdo demorados, levando de 5 a 30 dias (em
média 15 dias) para serem completados e ha apenas um pequeno numero de
centros de referéncia que realizam atualmente a técnica de eletroforese enzimatica
multilocus (DE ALMEIDA et al., 2011; WHO, 2010). Adicionalmente, esse método é
susceptivel a contaminacdo microbioldgica, necessita de equipamentos e reagentes
nem sempre disponiveis em areas endémicas e pode ser de dificil realizacdo devido
a pobre adaptacéo de alguns isolados ao meio (MAIA; CAMPINO, 2008; MELLO et
al., 2011).

1.1.4.3.3 Inoculagéo intradérmica em animais de laboratério

Outra forma de diagnostico parasitolégico é a inoculacdo intradérmica de
amostras obtidas de lesdo em animais de laboratorio susceptiveis, de preferéncia o

hamster (Mesocricetus auratus), nas patas posteriores ou focinho. Possui uma boa
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sensibilidade e a vantagem de que esses animais se adaptam as condi¢cbes de
trabalho de campo. Entretanto, € um método de custo elevado, ha risco de acidentes
durante inoculacdo, envolve questdes éticas no uso de animais, além do longo
tempo necesséario para a evolucdo da lesdo no modelo animal (2 a 9 meses, em
média) e a eficacia do isolamento apresenta grande variacdo conforme a espécie de
Leishmania (BERMAN, 1997; GOMES et al., 2014; MINISTERIO DA SAUDE,
2017b).

1.1.4.4 HISTOPATOLOGIA

Consite no exame microscépico de cortes de 3 a 5 um de tecidos fixados em
formalina tamponada a 10%, processados para emblocamento em parafina e
corados pela técnica de hematoxilina-eosina (HE). E utilizada rotineiramente no
diagnoéstico de LTA em areas endémicas. Essa técnica detecta infec¢do ativa por
formas amastigotas de Leishmania spp. O diagnéstico das formas amastigotas de
Leishmania spp. por essa técnica € baseado nas suas caracteristicas morfolégicas
celulares dessa forma parasitéria tais como: forma esférica a ovoide, tamanho de 2 a
3um, nucleo redondo e presenca de cinetoplasto em forma de bastdo e também na
sua localizacdo no interior de vacuolos parasitéforos de macréfagos. Embora
apresente uma menor sensibilidade do que a cultura parasitolégica e PCR (reacdo
em cadeia da polimerase), as técnicas de histopatologia e imuno-histoquimica (IHQ)
sdo especificas e, diferentemente das técnicas citadas anteriormente, permitem a
observacdo de formas amastigotas de Leishmania nos tecidos (DE QUEIROZ et al.,
2011). Essa visualizacdo do parasito nos tecidos é importante, pois permite a
correlagdo dos parasitos com as lesbes associadas e quantificacdo da carga
parasitaria (DE QUEIROZ et al., 2011). Entretanto, a histopatologia e IHQ néo
permitem a identificacdo de Leishmania em nivel de espécie. S&o técnicas
comumente usadas no diagnostico da LTA e utilizam amostras da lesé&o obtidas por
procedimento de biopsia fixadas em formalina tamponada a 10% e emblocadas em
parafina. A sensibilidade da histopatologia varia em torno de 17 a 64% (ALVES et
al., 2013; QUINTELLA et al., 2009; SALINAS et al, 1989). Com relacdo a
especificidade, microorganismos histomorfologicamente semelhantes como
Histoplasma capsulatum e Trypanosoma cruzi podem levar a um diagnostico errado
ou inconclusivo (MENEZES et al., 2013).
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1.1.4.5 IMUNO-HISTOQUIMICA

A técnica de imuno-histoquimica ganhou popularidade na década 1970 e
baseia-se na deteccdo de antigenos no tecido (TAYLOR, 1978). E um método
imunolégico que permite a visualizagdo de antigenos presentes nos tecidos
infectados, por meio da utilizacdo de anticorpos primarios especificos. A reacdo de
positividade deste método ocorre através da ocorréncia de ligacdes antigeno-
anticorpo, demostradas pela formacao de reacdo colorimétrica no tecido visualizado
ao microscopio optico (RAMOS-VARA, 2005).

Para visualizar essa reacdo ao microscopio Optico, faz-se necessaria a
utilizacdo de sistemas de deteccao que utilizam enzimas-substrato-cromogeno que
se depositam no local da reacdo antigeno-anticorpo, possibilitando sua visualizacéo
em cortes histologicos. Para deteccdo de formas amastigotas de Leishmania no
tecido, a maioria dos estudos relata utilizacdo de soro de coelhos imunizados com
promastigotas obtidas de cultura. A espécie de Leishmania utilizada para imunizagéo
nao parece influenciar na reacéo, visto que se tem descrito reacdo cruzada entre
diversas espécies nesta técnica, (QUINTELA et al., 2009). Por se tratar de um
exame também morfoldgico, deve-se ser criterioso como na coloragéo de rotina pela
hematoxilina-eosina (HE). O diagnéstico depende de achados de estruturas com
forma e tamanho que sejam compativeis com amastigotas. Essa técnica também
permite a deteccdo de antigenos de Leishmania spp. em macréfagos (AMATO et
al., 1998). A deteccdo de antigenos de Leishmania spp. em células endoteliais tem
resultado fisiopatoldgico incerto, mas também ja foi relatada (SCHUBACH et al.,
2001).

A técnica de imuno-histoquimica é uma excelente ferramenta suplementar
para confirmacéo dos resultados da técnica de histopatologia usando coloracdo HE,
pois apresenta sensibilidade significativamente maior do que essa na deteccdo de
formas amastigotas de Leishmania, além de ser especifica. A sensibilidade da
técnica de imuno-histoquimica comumente varia entre 51 e 70% (AMATO et al.,
2009; KENNER et al.,, 1999; MARQUES et al.,, 2016; SALINAS et al., 1989;
SCHUBACH et al., 2001; SOTTO et al., 1989). Considerando a sensibilidade, custo,
complexidade na execucdo, equipamentos e instalacdes necessarios, a IHQ esta
entre as técnicas de visualizacdo (histopatologia e exame direto) e o PCR



20

(QUINTELLA et al., 2009). Assim como a histopatologia e o exame direto, a IHQ nao
permite e a identificacdo da espécie de Leishmania. Adicionalmente, podem ocorrer
reacoes cruzadas com Histoplasma, Paracoccidioides e Trypanosoma (ALVES et al.,
2013; QUINTELLA et al., 2009; SALINAS et al., 1989). Outra desvantagem da IHQ é
a falta de anticorpos comerciais anti-Leishmania para tecidos fixados em formalina a
10% e emblocados em parafina (DINHOPL et al., 2011).

1.1.4.6 HIBRIDIZACAO IN SITU

A técnica de hibridizacao in situ (HIS), desenvolvida no final da década de 60
(GALL et al., 1969), é atualmente comumente utilizada em medicina humana e
veterinaria para o diagnéstico histolégico de patégenos tais como virus, bactérias e
protozoarios (MOSTEGL et al. 2011). Entretanto, somente recentemente foi testada
no diagndstico da infeccédo por Leishmania em humanos (FRICKMANN et al., 2012)
e caes (DINHOPL et al., 2011; MENEZES et al., 2013) em tecidos. Essa técnica
combina biologia molecular com histopatologia e geralmente é aplicada em tecidos
fixados em formalina a 10% e processados para emblocamento em parafina
(MOSTEGL et al., 2011). O objetivo da ISH é detectar o agente infeccioso,
demonstrando a presenca de segmentos especificos de seus acidos nucleicos (DNA
ou RNA) na amostra tecidual (MOSTEGL et al., 2011; SEGALES et al., 1999). Para
realizacdo da técnica, é preciso um molde de &cido nucleico (DNA ou RNA) no
interior do tecido a ser testado (&cido nucléico alvo), uma sonda de &cido nucléico
marcada, geralmente um oligonucleotideo, e um sistema de deteccdo para
demonstrar a reacdo de hibridizacdo (SEGALES et al., 1999). A principal vantagem
e permitir de forma simultanea a visualizacdo de formas amastigotas no tecido e a
especiacdo delas com o uso de sondas especificas (MENEZES et al., 2013).
Existem dois tipos de hibridizacdo em situ em tecidos: a cromogénica (HISC) e a
fluorescente (HISF). Na HISC, a sonda € marcada por um antigeno, digoxigenina ou
biotina, que € detectado por meio de reacao antigeno-anticorpo revelada por reacao
cromogeno-substrato, gerando um sinal colorido, visivel a microscopia Optica. Por
sua vez, na HISF a sonda é marcada com flurocromo visivel somente em

microscopio de fluorescéncia (TANNER et al., 2000).
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1.1.4.7 REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR)

A técnica de PCR € a técnica mais sensivel para o diagnodstico da LTA
americana, detectando DNA de Leishmania em biopsias de lesdes tegumentares
congeladas ou fixadas em formalina tamponada a 10% e emblocadas em parafina. A
sensibilidade da técnica de PCR para diagnéstico da LTA varia de 87 a 98%, com
especificidade de 100% (AMEEN, 2010; ANDRADE et al., 2011; GOMES et al.,
2008; SATOW, 2013; VEGA-LOPES, 2003;). Os alvos mais comunente utilizados
sdao KDNA (DNA do cinetoplasto) e SSU rRNA (subunidade menor do RNA
ribossébmico). Outra grande vantagem da técnica de PCR € que ela permite a
identificacdo da espécie de Leishmania, ou pelo menos do subgénero. Por meio da
técnica de PCR em tempo real € possivel quantificar a carga parasitaria e obter
resultados mais rapidos e com menor possibilidade de contaminacdo quando
comparados aos resultados da técnica de PCR convencional (GOTO; LINDOSO,
2010). As desvantagens da PCR séo falta de padronizacao dos diferentes protocolos
utilizados entre laboratdrios, possibilidade de contaminacéo, ndo diferencia infec¢ao
ativa de ndo ativa. Adicionalmente, como ndo permite a visualizacdo de formas
amastigotas do parasito no tecido, ndo possibilita a correlacdo do parasito com as
lesBes associadas (MENEZES et al., 2013).
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2 JUSTIFICATIVA

A LTA é uma doenca de importancia em saude publica, com uma média de
26.474 casos novos por ano entre 1990 e 2015 (MINISTERIO DA SAUDE, 2017a;
MINISTERIO DA SAUDE, 2017b). Os exames laboratoriais visando a detec¢o do
parasito na lesdo sao fundamentais para confirmacéo do diagnéstico, uma vez que a
histéria epidemioldgica, o aspecto clinico das lesbes e a IDMR positiva sdo apenas
presuntivos. O correto diagndstico é importante uma vez que os farmacos utilizados
no tratamento da LTA possuem elevada toxicidade (GOMES et al., 2014; LIMA et al.,
2007).

O exame laboratorial padrdo ouro para o diagnéstico de LTA é a cultura
parasitolégica, porém ela apresenta limitacdes de acuracia, assim como 0s demais
métodos laboratoriais utilizados, sobretudo quando ha baixa quantidade de parasitos
nas lesdes, o que é frequente na LTA (DA-CRUZ; PIRMEZ, 2013; GOMES et al.,
2014). Portanto, o desenvolvimento de novos métodos de diagndstico, mais
sensiveis e especificos, é importante para preencher as lacunas dos testes
atualmente existentes. As técnicas histoldgicas, incluindo a histopatologia e a IHQ
sdo muito uteis no diagnostico da LTA, principalmente pela sua alta especificidade.
Portanto, sdo muito utilizadas na rotina, sobretudo em laboratérios de referéncia.
Entretanto, essas técnicas sdo pouco sensiveis e, apesar de possuirem alta
especificidade, resultados falso positivos podem ocorrer. Nesse aspecto, a técnica
HIS tem se mostrado promissora, detectando de maneira inequivoca espécies de
Leishmania em tecidos fixados com formol a 10% e emblocados em parafina
(DINHOPL et al., 2011; MENEZES et al., 2013). A técnica de HIS usando tanto uma
sonda especifica para o complexo L. donovani como uma sonda especifica para o
género Leishmania apresentaram uma boa sensibilidade e especificidade,
superiores as técnicas de histopatologia e imuno-histoquimica, quando testadas em
amostras de pele de caes (MENEZES et al., 2013). As sensibilidades da HIS usando
a sonda especifica, HIS usando sonda genérica, imuno-histoquimica e histopatologia
foram, respectivamente, 74,5%, 70,6%, 69.5% e 57.6%. A especificidade de ambas

as sondas utilizadas foi de 100% e ndo houve hibridizacdo cruzada com fungos e
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protozoarios histomorfologicamente semelhantes a Leishmania (MENEZES et al.,
2013). Em humanos, Frickmann et al. (2012) testaram com éxito a técnica de HIS
para o diagnostico de LTA, porém usando uma sonda genérica diferente da
desenvolvida por Dinhopl et al. (2011) e marcada com fluoresceina ao invés da
marcacao por digoxigenina utilizada nas sondas desenvolvidas por Dinhopl et al.
(2011) e Menezes et al. (2013). Entretanto, ainda n&o foi realizada uma avaliagéo da
acuracia da técnica de HIS em amostras de les6es tegumentares fixadas em formol
tamponado a 10% e emblocadas em parafina para o diagnostico da LTA humana.
Confirmada sua elevada sensibilidade, a técnica de HIS ira possibilitar um
melhoramento da acuracia das técnicas histoldgicas e podera ser implementada na
rotina de diagndstico da LTA, no Servico de Anatomia Patoldgica (SEAP) do Instituto

Nacional de Infectologia Evandro Chagas (INI), Fundacdo Oswaldo Cruz (Fiocruz).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar a técnica de hibridizacdo in situ para diagnostico de leishmaniose

tegumentar americana em amostras de pele.

3.2 Objetivos especificos

e Comparar a sensibilidade da técnicas de HIS com as das técnicas de
histopatologia e IHQ para deteccdo de Leishmania sp. em amostras de leséo
cutanea de pacientes com LTA confirmada por cultura parasitolégica e causada

por L.V braziliensis.

e Avaliar as técnicas de IHQ e HIS quanto a ocorréncia de reacdo cruzada com
fungos e protozodrios histomorfologicamente semelhantes a Leishmania spp. em

amostras de lesdes cutaneas sabidamente infectadas por esses agentes.
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4 METODOLOGIA

4.1 Amostra

Foi utilizada uma amostra de conveniéncia de 50 espécimes de pele com leséo,
coletadas por meio de biopsia, de pacientes com diagnéstico de LTA causada pela
espécie L.V braziliensis. O diagndstico foi feito pelo isolamento de L. braziliensis em
cultura parasitolégica e sua posterior caracterizacdo por meio da técnica de
eletroforese de enzimas multilocus. Esses pacientes foram retrospectivamente
selecionados de um banco de dados mantido pelo Laboratério de Vigilancia em
Leishmanioses, que armazena informacdes sobre pacientes atendidos no INI,
Fiocruz, no periodo de 2000 a 2005, e que possuiam diagndéstico de leishmaniose.
As amostras de pele foram fixadas em formalina tamponada a 10% e processadas
para emblocamento em parafina. Os cortes histoldégicos dessas amostras foram
processados ndo somente para técnica de HIS, mas também para realizacdo das
técnicas de histopatologia e IHQ, visando a comparacdo dos resultados de
sensibilidade por elas obtidos. As técnicas de HIS, IHQ e histopatologia foram
realizadas no SEAP do INI/ Fiocruz.

Para avaliar se as técnicas de HIS e IHQ apresentavam reacdo cruzada com
fungos causadores de micoses cutaneas, foram examinadas espécimes de pele
coletado por meio de bidpsia, fixadas em formalina tamponada a 10% e emblocadas
em parafina, de trés pacientes com diagnostico de infec¢des cutdneas por Sporothrix
spp., Candida albicans e Histoplasma capsulatum, confirmadas por cultura ou

histopatologia.

4.2 Cultura parasitologica e caracterizagdo isoenzimatica

Para realizacdo da cultura parasitoldgica, os fragmentos teciduais coletados
foram mergulhados imediatamente em solucdo salina, semeadas em meio de cultura

bifasico NNN e meio Schneider (Sigma-Aldrich) contendo 10% de soro fetal bovino e
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incubados a 26-28°C. As formas promastigotas de Leishmania isoladas foram
identificadas por eletroforese enzimatica multilocus, utilizando cinco sistemas
enzimaticos (CUPOLILLO et al, 1994; MADEIRA et al., 2009). A cultura
parasitolégica foi realizada no Laboratorio de pesquisa clinica e Vigilancia em
Leishmanioses do INI/ Fiocruz.

4.3 Histopatologia

Para histopatologia, cortes seriados de 5 um dos blocos de parafina contendo
os tecidos foram corados pela HE e desparafinizados em xilol e reidratados em
concentracfes decrescentes de etanol (CARSON; HLADICK, 2009).

4.4 Imuno-histoquimica

Para realizagdo da técnica de IHQ, cortes seriados de 5 um dos blocos de
parafina contendo os tecidos foram colocados em laminas silanizadas (Erviegas,
ERV — SF PLUS) e desparafinizados em xilol e reidratados em concentragdes
decrescentes de etanol. O bloqueio da peroxidase enddgena foi feito em solucédo de
peréxido de hidrogénio a 30% e metanol (45 ml de peréxido de hidrogénio e 55 ml
de metanol) por 40 min a temperatura ambiente ao abrigo da luz. A recuperacéo
antigénica foi realizada em tampao de citrato de sédio (pH = 6,0) a 65 °C em banho-
maria durante 30 min. Para o bloqueio de ligacbes inespecificas, foi utilizada solucao
bloqueadora de proteinas Lab Vision™ Ultra V Block (Thermo Scientific, California,
EUA) por 10 min a temperatura ambiente. Em seguida, os cortes foram incubados
overnight com soro policlonal de coelho anti-Leishmania na diluigdo de 1:500. O soro
anti-Leishmania foi produzido no Laboratério de Pesquisa Clinica e Vigilancia em
Leishmanioses do INI, Fiocruz, por imunizacdo de coelhos com formas
promastigotas de L. chagasi segundo protocolo de Quintella et al. (2009). A reacao
para deteccdo de Leishmania spp. foi desenvolvida usando o Kit The HiDef
Detection™ HRP Polymer System (Cell Marque, Massachusetts, EUA, n° de
catalogo 954D-30) de acordo com protocolo recomendado pelo fabricante, conforme
descrito a seguir. Apos incubacdo com anticorpo anti-Leishmania spp., os cortes

histolégicos foram submetidos a duas lavagens de 5 min com solucdo salina
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tamponada com TRIS (TBS - Tris-Buffered-Saline, TBS IHC Wash Buffer with Tween
20, Cell Marque, Rocklin, California, EUA). Em seguida, os cortes histolégicos foram
incubados por 20 min a temperatura ambiente com amplificador do kit. Apds esses
20 min, os cortes foram submetidos a duas lavagens de 5 min com TBS. Apés, as
lavagens os cortes histologicos foram incubados por 20 min a temperatura ambiente
com detector de polimero conjugado a peroxidase. Apés mais duas lavagens de 5
min com TBS, os cortes foram incubados com o cromégeno diaminobenzidina (DAB)
(Sigma-Aldrich, Co., St. Louis, MO, EUA). As formas amastigotas foram coradas em
castanho pela reacdo do cromogeno DAB com a peroxidase. ApOs esta etapa, 0S
cortes foram lavados com trés banhos em &gua destilada durante 2 min e, logo
apos, submetidos a contracoloracdo com hematoxilina de Harris. Para montagem, as
laminas foram imersas em agua destilada durante 1 min, desidratadas em alcool,
diafanizadas em xilol e montadas em entellan (Merck). Cortes histolégicos de tecidos
intensamente parasitados com formas amastigotas de Leishmania foram incubados
com soro homoélogo ndo-imune como controle negativo e com soro policlonal de

coelho anti-Leishmania como controle positivo.

4.5 Hibridizag&o in situ

Cortes de 5 um de espessura dos blocos de parafina foram colocados em
laminas comercialmente silanizadas (Erviegas, ERV — SF PLUS), desparafinizados
em xilol e reidratados em concentracfes decrescentes de etanol. Em seguida, foram
lavados em agua corrente durante 3 min e em agua destilada durante 2 min. Foi
utilizado o kit ZytoFastPlus CISH implementation kit AP-NBT/BCIP® (Zytovision
GmbH, Bremerhaven, Germany) de acordo com as recomendac¢des do fabricante. O
tratamento proteolitico foi feito utilizando-se pepsina durante 5 min a 37° C. A sequir,
as laminas foram lavadas com dois banhos de 1 min em agua destilada e receberam
tratamento de condicionamento celular, utilizando tampéo citrato de sédio (pH = 6,0)
a 98 °C em banho-maria , durante 30 min. Posteriormente, as laminas foram lavadas
com dois banhos de 1 min em 4gua destilada e desidratadas em concentracdes
crescentes de etanol e secas em estufa a 37° durante 10 min. Em seguida, as
laminas foram incubadas com a sonda de oligonucleotideos para o género
Leishmania (5-ACGGGGATGACACAATAGAGCTTCTCC -3’) ligada a digoxigenina
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na extremidade 5’, na diluicdo de 1:1000 em solucdo tampédo de hibridizacao
Hybridization Solution H7782 (Sigma-Aldrich, Co., St. Louis, MO, EUA). A seguir, as
laminas foram cobertas com laminula plastica HybriSlips (Sigma-Aldrich, Co., St.
Louis, MO, EUA), seladas com cola Fixogum® (Marabu GmbH &Co. KG, Bietigheim-
Bissingen, Alemanha) e colocadas no aparelho hibridizador Thermobrite (StatSpin
Spin, Inc., Westwood, MA, EUA). No hibridizador, foi realizada desnhaturacdo a 75°C
por 5 min e, logo a seguir, hibridizagdo a 37°C overnight. No dia seguinte, foram
retirados o selante e as laminulas e as laminas foram submetidas a trés banhos de
estringéncia: o primeiro a temperatura ambiente durante 5 min, o segundo a 55°C
durante 5 min e o terceiro a temperatura ambiente durante 5 min. Foi utilizada
solucéo salina tamponada com TRIS (TBS - Tris-Buffered-Saline) na concentracéo
de 1X para cada banho. Apds os banhos de estringéncia, as laminas foram
incubadas com anticorpos monoclonais anti-digoxigenina produzidos em coelhos por
30 min a 37°C. Apods trés banhos de 1 min em TBS 1X a temperatura ambiente, as
laminas foram incubadas com anticorpo anti-anticorpo de coelhos conjugado com
polimero e fosfatase alcalina por 30 min a 37°C. Apés trés banhos de 1 min em TBS
1X a temperatura ambiente, os cortes foram submetidos & revelagéo do sinal com 5-
bromo-4-cloro-3 indolil fosfato (BCIP) e 4-nitro blue cloreto de tetrazolium (NBT) por
30 min a 37°C em camara escura. Apos esta etapa, os cortes foram lavados com
trés banhos em &gua destilada durante 2 min e, logo ap6s, submetidos a
contracoloracdo com corante nuclear vermelho rapido durante 5 min. Para
montagem, as laminas foram imersas em &gua destilada durante 1 min,
desidratadas em alcool, diafanizadas em xilol e montadas em entellan (Merck). Este

protocolo foi adaptado de Boechat et al. (2016).
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4.6 Leitura das laminas

A interpretacdo microscopica foi realizada por trés observadores:

A) Observador 1: médico patologista do SEAP do INI-Fiocruz, com experiéncia de
cerca de 15 anos no diagnostico histopatologico e imuno-histoquimico de doencas
infecciosas, especialmente LTA.

B) Observador 2: médico veterinario patologista do Laboratério de Pesquisa Clinica
em Dermatozoonoses em Animais Domeésticos do INI-Fiocruz, também com ampla
experiéncia no diagndstico histopatolégico, imuno-histoquimico e HIS em

leishmanioses com iniUmeras publicacfes e orientacdes no tema.

C) Observador 3: aluno do Curso de Mestrado Profissional em Pesquisa Clinica
(MPPC) do INI-Fiocruz, com experiéncia laboratorial no diagnostico histopatolégico e
imuno-histoquimico das leishmanioses, responsavel pela realizacdo das técnicas de
IHQ e HIS do SEAP/ INI-Fiocruz, que é referéncia no diagndéstico de doencas

infecciosas.

Todas as laminas foram examinadas ao microscopico éptico para a pesquisa
de formas amastigotas de Leishmania e o resultado final das leituras foi obtido a
partir do observador com maior sensibilidade.

As amostras de tecido coradas pela HE para deteccdo de amastigotas foram
considerada positivas na presenca de pelo menos uma estrutura com aspectos
morfotintoriais caracteristicos (tamanho e afinidade tintorial do citoplasma, do
nacleo, e do cinetoplasto, formato arredondado ou piriforme), e considerando-se

também a sua localizac&o no interior de vacuolos parasitoforos de macrofagos.

As amostras de tecido submetidas a reacao de IHQ para detecgéao de formas
amastigotas foram consideradas positivas quando observada ao menos uma
estrutura marcada em castanho, e morfologicamente compativel com uma forma
amastigota. Também foram considerados a forma, o tamanho, a textura e a

localizac¢&o no interior de vacuolos parasitéforos de macrofagos.
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As amostras de tecido submetidas a reacdo de HIS para deteccdo de formas
amastigotas consideradas positivas quando observada ao menos uma estrutura
marcada em azul escuro Também consideraram-se a forma, o tamanho a
localizacé@o da estrutura no interior de vacuolos parasitoforos de macrofagos.

As amostras de tecido contendo formas fungicas para pesquisa de reacao
cruzada foram consideradas positivas sempre que se observou a marcacao dessas

formas em castanho pelo cromogeno utilizado.

4.7 Andlise estatistica

Os dados foram armazenados no software Statistical Package for Social
Sciences (versao 20) para Windows e analizados usando o software R Project for
Statistical Computing for Windows software (versdo 3.3). Os resultados do
observador que detectou o maior niumero de amostras positivas para Leishmania
spp. nas diferentes técnicas de diagnostico avaliadas foram utilizados para o caculo
de sensibilidade de cada técncia. As sensibilidades e os respectivos intervalos de
confianca de 95% (IC 95%) foram calculados usando a cultura parasitolégica como
técnica padrédo-ouro. A concordancia inter observadores em cada técnica avaliada

foi estimada pelo indice Kappa, de acordo com Landis e Koch (1977).

4.8 Consideracdes éticas

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres
Humanos (CEP) do INI, Fiocruz (protocolo nimero 51629615.0.0000.5262).
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5 RESULTADOS

5.1 Comparacgéo de sensibilidades

Os resultados de sensibilidade para o diagndstico de Leishmania spp.
encontrados pelas técnicas de IHQ, HIS e HE foram de 66%, 54% e 50%,
respectivamente. O nimero de amostras positivas e negativas para cada técnica

avaliada encontra-se descrito na tabela 1.

Tabela 1 — Casos positivos e negativos para formas amastigotas de Leishmania sp. pelas técnicas
de HIS, IHQ e HE em amostras de pele de pacientes com LTA causada por L.V braziliensis

Casos (N=50) HIS IHQ HE
Positivo 27 33 25
Negativo 23 17 25

Nota: N= nimero de casos; HIS=hibridizacdo in situ; IHQ=imuno-histoquimica; HE=hematoxilina-
eosina.
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As figuras 1 e 2 ilustram a marcagao positiva de formas amastigotas de
Leishmania sp. no citoplasma de macrofagos em amostras de pele examinadas pela
técnica de HIS (marcadas em azul escuro) e IHQ (marcadas em castanho),

respectivamente.

Figura 1 — Pele, LTA, HIS. Formas amastigotas de Leishmania sp. marcadas em azul escuro (setas).

Figura 2 - Pele, LTA, IHQ. Formas amastigotas de Leishmania sp. marcadas em castanho (setas).



33

Na figura 3, sdo mostradas formas amastigotas de Leishmania sp.

identificadas pela técnica de HE .

Figura 3 — Pele, LTA, HE. Formas amastigotas de Leishmania sp. no interior de vacuolos
parasitoforos de macrofagos (setas) na derme em meio a reagdo inflamatéria composta
principalmente por macréfagos, havendo também linfécitos e plasmécitos em menor nimero e raros

neutréfilos.
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As tabelas 2, 3 e 4 comparam as trés técnicas estudadas, duas a duas, em relacéo a

distribuicdo dos casos positivos e negativos.

Tabela 2 — Comparacéo do nimero de casos positivos e negativos para formas amastigotas de
Leishmania sp. obtidos pelas técncias de HIS e IHQ em amostras de pele de pacientes com LTA
causada por L. braziliensis.

TECNICA IHQ
Positivo Negativo Total
HIS Positivo 24 3 27
Negativo 9 14 23
TOTAL 33 17 50

Nota: HIS=hibridizac¢do in situ; IHQ=imuno-histoquimica.

Tabela 3 — Compara¢é@o do nimero casos positivos e negativos formas amastigotas de Leishmania
sp. obtidos pelas técncias de HIS e HE em amostras de pele de pacientes com LTA causada por L.V
braziliensis.

TECNICA HE
Positivo Negativo Total
HIS Positivo 19 8 27
Negativo 6 17 23
TOTAL 25 25 50

Nota: HIS=hibridiza¢do in situ; HE=hematoxilina-eosina.

Tabela 4 — Comparagé@o do nUmero casos positivos e negativos formas amastigotas de Leishmania
sp. obtidos pelas técncias de IHQ e HE em amostras de pele de pacientes com LTA causada por L.
braziliensis.

TECNICA HE
Positivo Negativo Total
IHQ Positivo 23 10 33
Negativo 2 15 17
TOTAL 25 25 50

Nota: IHQ=imuno-histoquimica; HE=hematoxilina-eosina.
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A concordancia inter observadores é demostrada na tabela 5, segundo o grau

de concordancia (valor Kappa).

Tabela 5 - Concordancia Inter observadores dos valores de kappa para as técnicas de IHQ, HIS e HE
no diagnoéstico de LTA em amostras de pele de pacientes com LTA causada por L.V braziliensis.

OBSERVADOR 1 X 2 OBSERVADOR 1 X 3 OBSERVADOR 2 X 3
TECNICA Valor Grau de Valor Grau de Valor Grau de
Kappa concordancia Kappa concordancia Kappa concordancia
HIS 0,801 quase perfeita 0,684 substéancial 0,638 substancial
IHQ 0,465 moderada 0,578 moderada 0,747 substancial
HE 0,760 substancial 0,720 substancial 0,878 gquase perfeita

Nota: HIS=hibridizacdo in situ; IHQ=imuno-histoquimica; HE=hematoxilina-eosina; IC=intervalo de
confianga. Valor de kappa= 0,40-0,59 (concordancia moderada); valor de kappa= 0,60-0,79
(concordancia substancial); valor de kappa= 0,80-1,00 (concordancia quase perfeita).

5.2 Avaliacdo da ocorréncia de reacdes ou hibridizacdes cruzadas

Os resultados da avaliacdo da ocorréncia de reacdo cruzada pela técnica de
IHQ e de hibridizacdo cruzada pela técnica de HIS com fungos semelhantes a

Leishmania sp. podem ser observados na tabela 6 e e figuras 4-9.

Tabela 6 — Resultados das técnicas de HIS usando sonda genérica para Leishmnia spp. e IHQ
usando anticorpo anti-Leishmania spp. em amostras de pele de pacientes infectados pelos fungos
Sporothrix spp., Candida spp., Histoplasma spp.

Fungo Controles ISH IHQ
Sporothrix spp. Positivo _ +
Negativo _ _
Candida spp. Positivo _ +
Negativo _ —
Histoplasma spp. Positivo _ +
Negativo _ _

(-) = negativo para reagdo ou hibridizacdo cruzada; (+) = positivo para rea¢do ou hibridiza¢cdo cruzada.
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Figura 4: Pele infectada por hifas de Candida spp. marcadas em castanho por anticorpos anti-
Leishmania spp. (setas). IHQ.

Figura 5: Pele infectada por Candida spp. Nao houve marcacdo em hifas utilizando a sonda genérica
para Leishmania spp. (setas). HIS.
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Figura 6 - Pele infectada por Sporothrix sp. Observa-se leveduras marcadas utilizando soro anti-
Leishmania spp. (setas). IHQ.

S S S S N N
Figura 7: Pele infectada por Sporothrix sp. Ndo houve marcagéo em leveduras utilizando sonda
genérica de Leishmania spp. (setas). HIS.
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Figura 8 - Pele infectada por histoplasma spp. observou-se marcagéo utilizando Soro Anti-
Leishmania spp. (setas). IHQ.

Figura 9 - Pele infectada por Histoplasma spp. N&o houve marcagé&o cruzada utilizando sonda
genérica para Leishmania spp. (setas). HIS.
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6 DISCUSSAO

Foi realizado um estudo de comparacdo da sensibilidade de trés diferentes
técnicas no diagnéstico da LTA em pacientes com confirmacao diagndstica por
isolamento de Leishmania em cultura, que foi caracterizada como L.V braziliensis.
No presente estudo, a técnica de IHQ apresentou maior sensibilidade quando
comparada as técnicas de HIS e histopatologia. A sensibilidade encontrada esteve
dentro da faixa de valores de sensibilidade descrita por outros autores para o
diagnéstico de LTA, variando de 51 a 70% (AMATO et al., 2009; KENNER et al.,
1999; MARQUES et al.,, 2016; SALINAS et al.,, 1989; SCHUBACH et al., 2001;
SOTTO et al., 1989). Os protocolos da técnica de IHQ e critérios de selecdo das
amostras nos estudos mencionados foram diferentes do presente estudo, o que
pode ter influenciado na variacdo de sensibilidade observada.

Entretanto, Quintella et al. (2009) e Alves et al. (2013) relataram valores mais
altos de sensibilidade da técnica de IHQ para o diagnéstico de LTA. Quintella et al.
(2009) descreveram sensibilidade de 80% na técnica de IHQ, utilizando um grupo de
amostras semelhantes a este estudo, com cultura positiva para Leishmania do
subgénero Vianna, utilizada como técnica padrdo-ouro. Porém, foi utilizado um
protocolo diferente do presente estudo, com tratamento térmico para recuperacao
antigéncia com temperatura de 100°C, e o kit de deteccdo estraptavidina-biotina-
peroxidase (Universal DAKO LSAB, System). No presente estudo, foi aplicado um kit
de deteccdo de polimeros livre de biotina em sua composicdo e um tratamento
térmico para recuperacdo antigénica com temperatura de 65°C. Vale salientar que
Quintella et al. (2009) utilizaram um numero amostral menor (N=30), o que pode ter
influenciado na sensibilidade. A diferenca de sensibilidade entre os estudos também
pode ser atribuida a possivel diferenca de intensidade de carga parasitaria nas
lesdes de LTA. Alves et al. (2013) encontraram uma sensibilidade de 92% para
técnica de IHQ no diagndstico de LTA. O fato desse autores terem utilizado soro
hiperimune de céo anti-Leishmania como anticorpo primario e testado a IHQ em
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amostras de pele positivas na microscopia e PCR e oriundas de pacientes positivos
na reacao intra-dérmica de Montenegro, provavelmente influenciaram no alto valor
de sensibilidade encontrado. Esses autores também observaram que o uso de
anticorpos monoclonais anti-Leishmania levaram a uma reducéo da sensibilidade da
IHQ para 71% e o kit de deteccdo de polimeros teve desempenho semelhante ao do
kit de deteccao estreptavidina-biotina-peroxidase.

A aplicacdo da IHQ para detecgcédo de formas amastigotas de Leishmania spp.
em lesdes cutédneas de LTA em cées elevou a sensibilidade do diagnéstico a 70%,
em relacdo a 37,5% pela HE (SANTOS et al., 2015). Menezes et al.(2013) avaliaram
a sensibilidade da IHQ em amostras de pele integra de cédes infectados por L.
infantum e obtiveram sensibilidade de 69,5%, utilizando protocolo semelhante ao
aqui descrito. Embora a sensibilidade encontrada no presente estudo tenha sido
ligeiramente inferior (66%), ressalta-se que a carga parasitaria descrita em amostras
de pele é geralmente alta na leishmaniose visceral canina, em relacdo a LTA. Ainda
assim, a validacéo e uniformizacdo destes protocolos em laboratorios de referéncia
sd0 necessarias para obtencdo de métodos de diagndstico mais fidedignos e
reprodutiveis, de modo que diferencas de sensibilidade ndo sejam atribuidas a
variacdes técnicas interlaboratoriais.

A avaliacdo da sensibilidade da técnica de HIS para o diagnéstico da LTA
causada por L.V braziliensis em amostras de pele humana esta sendo relatada pela
primeira vez neste estudo. Essa sensibilidade esteve dentro do esperado para um
método de diagndstico parasitolégico de LTA e ligeiramente superior a técnica de
histopatologia, podendo assim ser utilizada na rotina. Entretanto, assim como a IHQ
e a histopatologia, esta é uma técnica menos sensivel do que a técnica de PCR
utilizando amostras congeladas, que apresentam sensibilidades de 87 a 98%
(AMEEN, 2010; ANDRADE et al., 2011; GOMES et al., 2008; SATOW, 2013; VEGA-
LOPES, 2003;).

Diferentemente da PCR, a HIS ndo amplifica o DNA do parasito, mas detecta
seus acidos nucleicos presentes na amostra, possuindo uma sensibilidade inferior
(DINHOPL et al., 2011; SEGALES et al., 1999). Apesar de nio avaliar a
sensibilidade da HIS, outros estudos ja haviam descrito com sucesso a utilizagédo
dessa técnica para o diagnostico de formas amastigotas de Leishmania spp. em

amostras de pele de pacientes humanos. Porém, esses autores utilizaram uma
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sonda diferente e técnica de hibridizac&o in situ fluorescente (HISF) (DINHOPL et
al., 2011; FRICKMANN et al., 2012).

Menezes et al. (2013) encontraram sensibilidade de 70% no diagndstico de L.
infantum em pele integra de cédes utilizando a mesma sonda deste estudo e a
técnica de hibridizacao in situ colorimétrica (HISC) em protocolo automatizado. Essa
sensibilidade foi inferior a encontrada com a utilizacdo de sonda especifica para L.
infantum (74,5%) e superior a sensibilidade da IHQ (69,5%) e da histopatologia
(57,6%). No protocolo automatizado descrito por Menezes et al. (2013), as espécies
de Leishmania e hospedeiro investigados provavelmente tiveram influéncia em
melhores resultados de sensibilidade encontrados pela HISC em relacdo ao
presente estudo.

A menor sensibilidade encontrada pela técnica de HIS em comparacdo com a
IHQ provavelmente ocorreu pelo maior dano tissular provocado pelas etapas de
tratamento térmico e digestdo proteica, diferentes do utilizado na IHQ. No protocolo
da IHQ usado neste estudo, é utilizado tratamento térmico para recuperacao
antigénica a temperatura inferior (65°C) e ndo é feita digestdo proteica, o que
promove um dano menor ao tecido, possibilitando melhor visualizagdo das formas
amastigotas marcadas. Outros fatores que podem ter influenciado foram o tempo de
fixacdo na formalina tamponada a 10%. Os tempos de fixacdo adequados variam de
12 a 48 horas. O tempo superior a 48 horas pode ter um impacto negativo na
qualidade dos acidos nucleicos a serem analisados, assim como o longo tempo de
armazenamento dos blocos, uma vez que se trata de um grupo de amostras
retrospectivas arquivadas (SCORSATO, A. P.; TELLES, J. E. Q. 2011;
ECONOMOU et al., 2014; MAES et al., 2014; NUOVO et al., 2013). No presente
estudo, por serem amostras retrospectivas, nao foi possivel saber qual foi o tempo
de fixacdo delas em formalina tamponada a 10% antes do processamento pelas
técnicas histoldgicas.

Embora a HE tenha sido a de menor sensibilidade, foi uma técnica util na
deteccdo de formas amastigotas de Leishmania sp. Outros estudos encontraram
sensibilidade semelhante aos encontrados na presente pesquisa (QUINTELLA et al.,
2009; SCHUBACH et al., 2001). As vantagens destes métodos sdo 0 menor custo e
maior rapidez, além de exigir estrutura laboratorial menos complexa do que para
IHQ e HIS e permitir correlacdo entre a deteccdo do parasito e as alteracdes

histol6gicas observadas. Entretanto, mesmo considerada especifica, pode haver
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confusdo na leitura com organismos histomorfologicamente semelhantes como
Histoplasma e Sporothrix. De acordo com a literatura e resultados do presente
estudo, para aumento de sensibilidade no diagnostico histolégico e confirmacéo dos
casos € importante a realizagdo da técnica de imuno-histoquimica ou de hibridizacéo
in situ (MENEZES et al., 2013; QUINTELLA et al., 2009).

Embora tenha apresentado resultados de sensibilidade superiores aos
encontrados pela técnica de HIS neste estudo para o diagnoéstico de LTA em
amostras de lesbes cutaneas fixadas em formalina tamponada a 10%, a IHQ
apresentou reacdo cruzada com as trés espécies de fungos histomorfologicamente
semelhantes a Leishmania spp. pesquisadas. Essa reatividade cruzada com fungos
na técnica de imuno-histoquimica para diagnéstico de LTA usando soro policlonal de
coelho foi relatada por Quintella et al. (2009) para os fungos Paracoccidioides
brasiliensis e Histoplasma capsulatum. Menezes et al. (2013), usando protocolo
semelhante da técnica de IHQ para diagndstico de L. infantum em pele integra de
cées, encontraram reagcao cruzada para Histoplasma capsulatum e Trypanossoma
cruzi. O fato do anticorpo primario utilizado ser um soro policlonal de coelho in house
pode ter contribuido para esse problema na técnica utilizada. Contudo, Santos et al.
(2015) n&o observaram reacéo cruzada com Sporothrix sp. em lesdes cutaneas de
esporotricose canina, utilizando o mesmo soro do presente estudo. Ressalta-se que
a carga fungica descrita em lesdes de esporotricose em cdes e em humanos
geralmente é muito baixa, o que pode dificultar a visualizacdo de rea¢fes cruzadas.

Diferentemente da IHQ, ndo houve hibridizacdo cruzada na HIS com fungos
histomorfologicamente semelhantes as formas amastigotas de Leishmania spp.
(MENEZES et al.,, 2013). Esses resultados sao parecidos aos da literatura, que
consideram a HIS mais especifica que a IHQ, pois ela detecta sequéncia especifica
de &cidos nucléicos do parasito e ndo antigeno (MAES et al, 2014; SEGALES et al.,
1999).

Outra vantagem da ISH em relacéo a sensibilidade para o diagndstico de formas
amastigotas é a utilizacdo do cromogeno NBT/BCIP que marca o0 parasito na cor
azul escuro, enquanto que a técnica IHQ usa o cromégeno DAB, marcando o
parasito em castanho, podendo gerar confusdao na interpretacdo quando houver
pigmentos castanhos intracelulares como melanina e hemossiderina.

Os resultados confirmam a HIS como um método preciso para o diagnostico da

infeccdo por LTA em biopsias de lesdo cutaneas fixadas em formol a 10%,
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possibilitando uma nova ferramenta no auxilio do diagnéstico, sobretudo na
confirmacédo dos casos suspeitos de LTA por IHQ ou HE.

Foi verificado nos valores de kappa, que entre os trés observadores o HE
apresentou a melhor concordancia (quase perfeita e substancial); seguida da técnica
da ISH (concordancia quase perfeita e substancial), porém com valores inferiores ao
comparado com o HE. A IHQ demonstrou concordancia inferior, sobretudo
comparando o observador 1 com os observadores 2 e 3 (concordancia moderada).
Uma das hip6teses para o achado de concordancia moderada da IHQ seria a
marcacdo castanha das formas amastigotas de Leishmania spp. conferida pelo
cromoégeno DAB utilizado nessa técnica, que pode ser confundida com a coloracao
castanha de pigmentos intracelulares como a hemossiderina e melanina (NUOVO,
2013; SHEN; WU, 2015). A utilizacdo de outros cromdgenos que confiram reacdes
colorimétrica diferentes da empregada, como NBT e BCIP (coloracdo azul intenso)
ou cromoégeno Fast Red (coloracdo em vermelho) seriam recomendacdes para evitar
esse problema na leitura das laminas. Outra hipdtese seria a diferente experiéncia
dos observadores, conforme foi relatado para deteccédo de formas amastigotas de
Leishmania spp. nas técnicas de citopatologia e imunocitoquimica (VASCONCELOS
et al., 2016). Portanto, o treinamento dos observadores seria uma medida para

minimizar as discrepancias entre os resultados das leituras, sobretudo na técnica de

IHQ.
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7 CONCLUSOES

1. A técnica de IHQ revelou maior sensibilidade para o diagnéstico
histoldgico de L.V braziliensis em amostras de pele quando comparada a
HIS e ao método tradicional de histopatologia, sendo importante a sua
utilizacdo para melhoria do diagnostico da leishmaniose tegumentar

americana.

2. A técnica de IHQ para diagnéstico de L.V braziliensis apresentou reacao
cruzada com fungos histomorfologicamente semelhantes a esse parasito,
devendo os resultados serem interpretados com cautela e com base em

dados clinicos e laboratoriais.

3. A técnica de HIS para o diagndstico de L.V braziliensis foi mais sensivel
que o método convencional de histopatologia e ndo mostrou reacao
cruzada com fungos histomorfologicamente semelhantes a esse parasito,
podendo ser implementada na rotina para confirmacdo dos casos

positivos na imuno-histoquimica.

4. O método convencional histopatolégico apresentou sensibilidade inferior
as técnicas de HIS e IHQ no diagnéstico de L.V braziliensis, porém pode
ser considerado um meétodo atil para o diagnéstico desse parasito,

sobretudo na auséncia de IHQ e HIS.

5. A leitura da técnica de IHQ para o diagnostico de LTA se mostrou mais
Sujeita a variacao inter observadores de diferentes esperiéncia, devendo
ser revisto o treinamento dos observadores e o cromdgeno utilizado na

técnica.



45

6. A técnica de HIS foi padronizada, avalida e implementada na rotina do
Servico de Anatomia Patolégica do INI-Fiocruz como mais uma

ferramente util no diagnostico da LTA.
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