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RESUMO

A Leishmania & um protozoario causadorda Leishmaniose, elaé uma doencga
tropical negligenciada comareas endémicasnoBrasil. Elapode se apresentarde duas
formas dependendo do parasita em questao e é dividaem Leishmaniose Tegumentar
(LT) e Leishmaniose Visceral (LV),ambas as formas possuem casos no Brasil, sendo
mais prevalentes na regidao Norte e Nordeste. Desta maneira, o diagnodstico desta
doenga € de extrema importancia. Em regides mais afastadas a Intradermorreacgéo
(IDRM) é uma saida de baixo custo e baixa tecnologia para o diagnéstico. Este
trabalho teve como objetivo avaliar e definir um método de determinag&o da
concentragao celular, comparando resultados obtidos por contagem em camara de
Neubauer e de densidade o6ptica (DO) no espectrofotdmetro. A possivel troca do
método de quantificagdo de formas promastigotas/mL diminuira intercorréncias
relacionadasa acuidade visual,conhecimento e cansago do operador. A leiturada DO
demonstrou ser linear quando comparada a concentragao de células. Novos testes
poderao ser realizados para validar a leitura da DO no processo de fabricagdo do

antigeno de Montenegro.

Palavras-Chave: Leishmania; Densidade Optica; Contagem em Camara.
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1 INTRODUGAO
1.1 LEISHMANIOSE

As leishmanioses sdo doencas infecciosas, ndo contagiosas. Esta doenca é
causada por protozoarios do género Leishmania. E uma doencga que é dividida em
dois, de acordo com o tipo de parasita que causou. O primeiro tipo de leishmaniose é
a tegumentar (LT) que € causada por parasitas que possuem tropismo por pele e
mucosas e a leishmaniose visceral (LV) que sdo causadas por aqueles que possuem
tropismo por érgaos do sistema reticuloendotelial (FARIA,2017).

A leishmaniose é uma doencga negligenciada e até os dias atuais € um grande
problema de saude publica. Moradores de regides rurais e mais afastadas séo os que
mais sofrem com o agravamento da doenca. Nestas areas ocorrem falta de vigiléncia
e dificuldade no acesso a saude. Esta falta de diagndstico e a subnotificagéo limita a
determinagéao do real problema no pais (OKWOR; UZONNA, 2016).

Os cées e outros animais sao reservatérios do protozoario e o flebotomineo do
género Lutzomya € um vetor da doenca. Primeiramente a Leishmaniose era
considerada uma zoonose, porém com as modificacdes que o ser humano causou no
meio ambiente e adaptacdo dos vetores ao ambiente domiciliar passou a ser
considerada uma antropozoonose (FARIA, 2017).

No artigo intitulado “Current status and managementof canine leishmaniasis in
Latin America” estima-se que a quantidade de caes contaminados seja da ordem de
milhdes, a revisdo dos autores aponta que assim como a Leishmaniose em humanos,
aleishmaniose emcéaes também seja subnotificada. A prevalénciadeinfecgédo € muito
maior que a prevaléncia que desenvolve a doenca. Desta forma, esses animais
infectados podem servir como reservatorio de infeccdo para os flebotomineos
(MARCONDES; DAY, 2019). Como tentativa de controle, o ministério da saude
adquiriu varias coleiras para uso em caes impregnadas com deltametrina 4% que
foram distribuidas nos municipios com maior risco no ano de 2020. Outra medida
adotada foi o treinamento de profissionais quanto aindicadores a serem monitorados
e acdes a serem realizadas em areas endémicas (MINISTERIO DA SAUDE, 2021).

Segundo o Ministério da Saude (2021), em 2019 foram confirmados 2.529
casos de Leishmaniose Visceral no Brasil. Estes casos estavam distribuidos em 24
Unidades Federativas de todas as cinco regides. Segundo o boletim, a doenga
acomete principalmente jovensadultos, nafaixa de 20 a 49 anos e do sexo masculino.

Foram notificados varios casos em criangas menores de cinco anos. A letalidade do



ano de 2019 foi a maior dos ultimos 10 anos, com indice por volta de 9%. A figura

abaixo mostra a distribuicao dos casos em todo o territério brasileiro.

Figura 1: Estratificagdo de risco da leishmaniose visceral por municipio de
infec¢do. Brasil, 2017 a 2019.
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Fonte: Ministério da saude, 2021.

No boletim epidemioldgico de doengas negligenciadasde 2021, também consta
a epidemiologia da Leishmaniose Tegumentar. Foram confirmados 15.484 novos
casos em 2019 com coeficiente de detec¢ao de 7,37 por 100 mil habitantes. A maior
quantidade de casos confirmados foi na regidao norte, diferentemente da LV que foi
registrada a maior quantidade de casos na regido nordeste. A faixa etaria que é
acometida € a mesma que na LV assim como a predominancia da doenga no sexo
masculino. Na figura 2, podemos observar que os casos de LV e LT acabam nao se
sobrepondo na maioria dos casos (MINISTERIO DA SAUDE, 2021).

Figura 2: Estratificacdo de risco da leishmaniose tegumentar por municipio de
infeccdo. Brasil, 2017 a 2019.
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Fonte: Ministério da saude, 2021.

Sobre o impacto da doenca na populacgao, ela afeta principalmente as regioes
mais pobres do pais e onde 0 acesso a saude é dificultado por diversos motivos. Em
outros paises, o custo do tratamento ultrapassa a renda familiar (OKWOR; UZONNA,
2016). No entanto, a incorporagdo de medicagcao mais recente se deu através da
portaria N° 56, de 30 de outubro de 2018, que incorporou a miltefosina para o
tratamento de primeira linha da LT no ambito do SUS, reduzindo esse custo no
tratamento da doenca. Apesar do paciente ainda ter que arcar com custos de
transporte (MINISTERIO DA SAUDE, 2018).

1.2 LEISHMANIA SP.

O parasita da Leishmania apresenta apenas duas formas evolutivas em seu
ciclo de vida, a forma amastigota (figura 3) e a forma promastigota (figura 4).

A forma amastigota apresenta forma ovoéide, medindo de 1 a 5 ym de
comprimento por 1 a 2 ym de largura. Elas possuem um nucleo grande, um
cinetoplasto proeminente e um axonema curto. Esta forma €& encontrada no
hospedeiro vertebrado. Ja a forma promastigota € mais alongada, delgada, medindo
cerca de 10 a 12 ym de comprimento. Apresentam um nucleo grande central e um

cinetoplasto localizado préximo a extremidade anterior. Esta forma é encontradano



intestino do vetor e também é a forma que é cultivada em laboratérios (ENGROFF,
2021).

Figura 3: Microscopia Eletrénica da Figura 4: Microscopia Eletrénica da
forma amastigota forma amastigota

Fonte: CDC, Cynthia Goldsmith e Fonte: CDC, Cynthia Goldsmith e
Luciana Flannery, 2017. Luciana Flannery, 2017.

A Leishmaniaapresenta ciclo heteroxeno que significamais de um hospedeiro.
Neste caso um vertebrado e outro invertebrado. A fémea do flebotomineo, quando
ingere 0 sangue do animal ou ser humano contaminado, se infecta ao entrar em
contato com macrofagos contendo a forma amastigota do protozoario. No intestino do
invertebrado, ira ocorrer uma diferenciacdo para a forma promastigota e ocorre
também a expansao do numero de células. Esta forma do parasita € a infectante. Ao
picar o hospedeiro susceptivel, o flebotomineo acaba regurgitando o conteudo do
intestino e contaminando o hospedeiro vertebrado. Por um processo de fagocitose, a
forma promastigota é internalizada em macréfagos, onde se transformam novamente
na forma amastigota. Desta forma se multiplica e rompe o macrofago, liberando o
parasita para infectar novas células ou contaminar vetores invertebrados. Desta
maneira, ocorre a manutencéo do ciclo da Leishmania (RODRIGUES, et al, 2020). A

figura 5 ilustra o ciclo de vida de modo resumido para melhor compreensao.

Figura 5: Ciclo de vida da Leishmania
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1.3 DIAGNOSTICO

O diagndstico pode ser realizado baseado nos sinais e sintomas do paciente.
Para caso o paciente apresente infecgado inaparente, a recomendacéo € a realizagao
de testes sorologicos como a Intradermorreacdo de Montenegro (IDRM) (figura 6).
Saorealizados testes em pacientes sadios porém que residem na area de transmissao
da Leishmaniose. O diagndstico diferencial € de extrema importancia quando as
feridas causadas pelo parasita podem ser confundidas com outras doencas como:
paracoccidioidomicose, carcinoma epidermoide, carcinoma basocelular, linfomas e
etc (MINISTERIO DA SAUDE, 2010).

Figura6: Resultado de IDRM em paciente portador de LT mucosa: resposta
exacerbada com 45mm de enduracao e necrose central.
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Fonte: Andreia Coutinho de Faria, 2017.

Outros métodos de diagnédstico se baseiam na demonstragao direta e indireta
do parasita. Na identificagao direta, é feito um esfregaco da bidpsia da ferida onde é
corado com Giemsa e neste caso pode-se identificar a forma amastigota. E
recomendado que se fagca a cultura do material, tomando cuidado com as
contaminagoes (ELMAHALLAWY et al, 2014).

Segundo Elmahallawy (2014), pode ser detectado anticorpo na urina realizando
o teste de aglutinacdo em latex. No entanto, ndo se trata de um teste com alta
sensibilidade. Outros métodos sdo citados como: indirect fluorescent antibody (IFA),
enzyme-linkedimmunosorbent assay (ELISA), western blot e direct agglutinationtest
(DAT). Os testes sorolégicos possuem a desvantagem de ndo diferenciar uma
infecgdo recente de uma infecgdo atual, visto que os anticorpos permanecem
positivos apos ter passado ainfeccgao.

0O método mais sensivel e rapido é o método molecular. Que se baseia na
amplificacao e deteccao do DNA da Leishmania. Este método permite a diferenciagao
entre as espécies e permite também a detecgdo de quantidades pequenas de
antigeno. Possui a desvantagem de ser de alto custo e necessitar de infraestrutura
adequada (ENGROFF, 2021).

Dentre todos os métodos de diagndstico, a Intradermorreagdao de Montenegro
(IDRM) se destaca por ndo ser de alto custo e ndo precisar de uma grande

infraestrutura. E um teste que permite o diagndstico até nas regides mais remotas.
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Possui boa aceitagao pelo paciente, podendo ser amplamente utilizado em regides
endémicas (SILVA, 2007).

1.4 PRODUCAO DO ANTIGENO DE MONTENEGRO

O Antigeno de Montenegro € uma preparagéao contendo a forma promastigota
da Leishmania em uma solugéo conservadora de salina fenolada (PASSOS, 2004). O
antigeno de Montenegro fabricado pelo Centro de Produgdo e Pesquisa de
Imunobiologicos (CPPI) (figura 7) contém aproximadamente 107 promastigotas/mL.
Atualmente a producgdo do antigeno esta pausada sendo produzida apenas para
pesquisa em animais. Em 2013, o CPPI era o unico produtor do antigeno no Brasil
(GOVERNO DO ESTADO DO PARANA, 2013).

Durante a produgédo, o preparo do inoculo e da contagem final de formas
parasitarias sdo realizadas na Camara de Neubauer. E um processo cansativo que
exige muito da acuidade visual do operador. Uma alternativa para a quantificagdo da
concentragdo de células é a leitura por Densidade Optica (DO). Essa leitura é

realizada no Espectrofotdmetro.

Figura 7: Antigeno de Montenegro produzido pelo CPPI
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1.5 DENSIDADE OPTICA

Esse método tem como principio a incidénciade um feixe de radiacdo com uma
poténcia conhecida e calibrada pelo equipamento que ira atravessar uma solugao
contendo o parasita e parte dessa poténcia € absorvida. A diferenca entre os valores
dessas poténcias fornece uma porcentagem de radiagao absorvida. Para a maioria
dos produtos quimicos essa quantidade de energia absorvida € proporcional a
concentracao de um soluto. Essa relacdo é conhecida como Lei de Beer-Lambert e
para ser respeitada essa lei é necessarioque essarelagao permaneca linearconforme

aumenta a concentragao da solug¢ao (GOMES, et al, 2008).

1.6 PROCESSODE VALIDACAO

O procedimento de contagem de células para a produgédo do Antigeno de
Montenegro ja foi padronizado pelo método de contagem em camara de Neubauer.
Para haver a troca de procedimento o artigo 176 da RDC 301 de 2019 prevé que
alteragdes significativas no processo de fabricagao, incluindo qualquer mudangano
equipamento ou materiais, que possam afetar a qualidade do produto e/ou a
reprodutibilidade do processo, devem ser validadas. Desta maneira, estudos estao

sendo realizados para uma possivel troca de procedimento.

1.7 JUSTIFICATIVA
Torna-se necessario definir uma metodologia confiavel da determinagéo da
concentragao celularque seja um método rapido e menos cansativo para o operador

durante o tempo de produc¢ao do antigeno de Montenegro.

1.8 OBJETIVOS
Este trabalho tem como objetivo avaliar e definirum método de determinagéo
da concentragao celular,comparando resultados obtidos por contagem em camara de

Neubauer e de densidade 6ptica no espectrofotometro.
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2 MATERIAIS E METODOS
2.1 CULTIVO E PREPARODO INOCULO

A cepa de Leishmania brasiliensis foi cedida pelo Instituto Carlos Chagas
localizado no endereco Rua Professor Algacyr Munhoz Mader, 3775 - Cidade
Industrial De Curitiba. O total doado foi de 5 mL onde foi acrescentado 5 mL de caldo
BHI e 1 mL de soro fetal bovino inativado para a reativacédo e adaptacao da cepa. O
tubo falcon foi incubado em uma incubadora com agitacao orbital, a uma temperatura
de 25°C, 45 RPM por 3 dias.

Apés os 3 dias de incubacéo, foiadicionado 1,5 mL do cultivoem 3 tubosfalcon
com capacidade de 50 mL, juntamente com 1,5 mL de soro fetal bovinoinativado e 15
mL de caldo BHI. Os tubos foram novamente colocados para a incubacéo a 25°C, 45
RPM por 4 dias.

O préximo repique foi realizado com 15 mL de cada inéculo, no qual foi
adicionadoa um erlenmeyerde 500 mL (totalizando 3 erlenmeyer com o cultivo),junto
com 15 mL de soro fetal bovino inativado e 150 mL de caldo BHI. Foi levado a
incubacao a 25°C, 45 RPM por 3 dias.

Cada erlenmeyer foi repicado para outro de capacidade de 1000 mL. As
proporcoes foram 30 mL de in6culo, 30 mL de soro fetal bovinoinativado e 300 mL de
caldo BHI.

Ao final do procedimento foi notado contaminagao em 2 dos 3 cultivos. Desta
forma, apenas um cultivo foi lavado. Foram realizadas 2 lavagens com soluc¢ao salina
0,9% (centrifugacao por 10 minutos, 3.000 RPM e temperatura de 4,00 °C) a fim de

obter o concentrado de célula, no qual foi ressuspendido com 25 mL.

2.2 PREPARODAS DILUICOES

Apos a obtengao do concentrado inicial, foi realizada a contagem em camara
de neubauer para a realizagao das diluigdes de contagem.

Para a contagem do concentrado foi feita uma diluicdo de 1:100 com 5 uL de
inéculo e 495 ulL da solugao corante (azul de metileno e fenol). Essa diluicao foi
contada em triplicata na camara de neubauer.

Com o resultado em maos, foi realizado o preparo das dilui¢des de forma
seriada. Do indculo inicial (concentragdo de 108), foi adicionado 9 mL de salina para 1
mL do indculo e assim por diante. Foram preparadas 4 diluigdes dessa forma em

triplicata obtendo as concentragdes de 107, 106, 10° e 104.
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2.3 CONTAGEM EM CAMARA DE NEUBAUER
Para a contagem em camara de neubauer é necessaria adequar as dilui¢des
de contagem. As dilui¢des realizadas estao contidas na tabela abaixo

Tabela 1: Diluigbes para contagem em camara de neubauer.

Diluicaoinicial | Volumeindculo (ulL) Volume corante Fator de dilui¢ao
(uL)
107 5 495 1:100
108 50 450 1:10
10° 50 450 1:10
104 250 250 1:2

Fonte: A autora, 2021.

Para obter a real concentracao, os valores foram aplicados na férmula abaixo:

[Concentracao] = (Numero contado x Fator de diluicao x 10.000)/Quadrantes

contados.

Em todas as diluigdes, foi realizada a contagem nos 4 quadrantes da camera.

2.4 LEITURA DA DENSIDADE OPTICA

A leitura de densidade Optica foi feita no espectrofotdmetro UV/vis.
Aproximadamente 2 mL de salina foi adicionada a cubeta de vidro e feita a leitura
dessa solucédo como branco. Foi realizada as leituras em 560 nm, 600 nm e 660 nm
de cada uma das 12 diluicdes mais 3 leituras do concentrado de 108.

Com a ajuda do programa do espectrofotdmetro UVsoftware, foi possivel a

leitura com 5 casas decimais.



3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 CONTAGEM EM CAMARA DE NEUBAUER

A contagem em camara de neubauer é realizada nos quatro quadrantes das

15

extremidades, onde se conta os leucdcitos em hematologia. Os resultados obtidos

estao descritos na tabela abaixo.

Tabela 2: Resultados da contagem em camara de Neubauer

Concentracéao Concentracéao
Média da
Aproximada Fator de Diluigdo | Média Calculada
Contagem
(Promastigota/mL) (Promastigota/mL)
1,00E+08 291,67 100 2,92E+08
1,00E+07 27,78 100 2,78E+07
1,00E+06 21,00 10 2,10E+06
1,00E+05 2,44 10 2,44E+05
1,00E+04 1,44 2 2,89E+04

Fonte: A autora, 2021.

3.2 LEITURA DE DENSIDADE OPTICA

A leitura da densidade optica foi realizada em 3 comprimentos de onda. Os

resultados estao descritos na tabela 3.
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Tabela 3: Resultados da leiturade DO

Concentragao . . .
Leituraem Leituraem Leituraem
Aproximada
560 nm 600 nm 660 nm
(Promastigota/mL)

1,00E+08 1,90077 1,88632 1,89073
1,00E+07 0,71072 0,69239 0,66221
1,00E+06 0,09727 0,09417 0,08778
1,00E+05 0,00974 0,00966 0,00858
1,00E+04 0,00196 0,00141 0,00072

Fonte: A autora, 2021.

3.3 AVALIACAODOS RESULTADOS

A linearidade do método foi avaliada pela planilha disponibilizada no artigo de
autoria de Basilio et al, (2012). Apds a inser¢cédo dos dados foram geradas curvas de
calibracao e o calculode outros parametros como limite de quantificacéo (LQ) e de
detecgao (LD). O artigo cita que apenas avaliar o coeficiente de correlagédo n&o é mais
suficiente, porém desta forma é necessario conhecimentos estatistico minimos para a
avaliagao. A avaliagdo dos resultados resultou na identificagdo de outliers que foram
retirados da anélise, os pontos identificados pertencia a concentragdo de 107. As
figuras abaixo apresentam as curvas de calibragado nas concentragées de 560 nm, 600

nm e 660 nm. Todos os valores de R? foram significativos (R*> 0,99).




Figura 8: Curva Analitica para leiturade DO em 560 nm
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Fonte: A autora, 2021.

Figura 9: Curva Analitica para leiturade DO em 600 nm
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17



18

Figura 10: Curva Analitica para leiturade DO em 660 nm
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Fonte: A autora, 2021.

No que diz respeito a melhorabsorbancia para leitura, todos os comprimentos
de onda demonstraram boa resposta diante do teste. Apenas para concentragao mais
baixa (10%) o comprimento de onda de 660 nm nao demonstrou possuirboa resposta
na leitura. A escolha do comprimento de onda para a leitura devera ser avaliado e
validado diante do processo de produgao.

Os limites de quantificacao e de detecgao foram bem similares para todos os

comprimentos de onda e estdo apresentados natabela 4.

Tabela 4: Limites de Deteccéo e de Quantificagao para cada comprimento de onda.

Comprimento de Limite de Deteccéo (LD) Limite de Quantificagao (LQ)
onda
560 nm 4,15E+06 1,24E+07
600 nm 4,03E+06 1,21E+07
660 Nnm 4 91E+06 1,47E+07

Fonte: A autora, 2021.
Estudos estatisticos mais aprofundados devem ser realizados para elaboragao
de um fator de conversao. A leitura de densidade 6ptica demonstrou ser uma boa

alternativa diante da leitura em camara de Neubauer pela curva analitica ser linear.
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4 CONCLUSAO

A nova metodologia de leitura de concentragao celulardiminui a possibilidade
de erros de leitura relacionado a baixa acuidade visual do operador, assim como
cansaco e equipamentos com falta de manutencéo.

O experimento demonstrou resultados positivos para a leitura de Densidade
Optica. A curva de calibracéo apresentou resultados lineares segundo Bazilio (2012).
Desta forma, ha indicios da correlagao entre a leitura em camara de Neubauere da
DO. Sugere-se aprofundarem mais testes entre as concentragdesde 10° e de 100
por se tratar da faixa de trabalho utilizado durante a producdo do Antigeno de
Montenegro. Também é sugerido a elaboracdo de um fator de conversao devido a
absorbancialidano espectrofotdmetro ser umnumero absoluto. E importante ressaltar
a importancia do conhecimento em estatistica para a interpretacéo dos resultados e

também do conhecimento de softwares para a compilagao dos resultados.
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