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RESUMO

O presente trabalho objetivou a otimizacdo e a avaliagdo da coleta de sangue em papel de filtro para ser
usada em levantamentos soroepidemiol égicos de infeccdo por herpesvirus humano 8 (HHV-8). Foram
utilizados os ensaios de imunofluorescénciaindireta (IFI) LANA e Litico para a pesguisa de anticorpos
anti-HHV-8 em amostras de sangue col hidas em membrana Schlei cher Schuell de 28 pacientes com sarcoma
de Kaposi (SK)/AIDS e 10 individuos sadios sem SK, dos quais os soros haviam sido anteriormente
usados na padronizacdo destas técnicas. Laminas contendo células da linhagem BCBL-1 estimuladas ou
ndo com éster de forbol, eluatos de sangue e conjugado anti-imunoglobulina humana marcado com
fluoresceinaforam empregados nas reagdes sorol igi cas e, asreacOes e oscritérios de positividade seguiram
0s previamente estabel ecidos na Se¢do de Imunol ogiado Instituto Adolfo L utz. Foi detectadafluorescéncia
verde-amarelada namaioria das células nas dilui¢des 1:50 e 1:100. Isto dificultou aleiturada | FI-Litico,
principalmente em dilui¢des baixas, mas ndo interferiu na IFI-LANA cujo padrdo pontilhado no nlcleo
coexistiu com afluorescénciade membrana. A medidaque se seguiram asdiluicBes, houve desaparecimento
da inespecificidade e a leitura prosseguiu normalmente. Houve concordancia de resultados positivos e
negativos, com diferengas minimas nostitul os de anticorpos. Os resultados obtidos viabilizam a coletade
sangue em papel para estudos epidemiol 6gicos de infecgdo por HHV-8.

Palavras-chave. sorologia, papel de filtro, imunofluorescéncia, herpesvirus humano 8 (HHV-8).

ABSTRACT

The aim of the present study was to standardize the use of blood collected on filter paper in
seroepidemiological studiesof human herpesvirus 8 (HHV-8) infection. HHV-8 latent and lytic antibodies
were searched in eluates of blood collected on Schleicher Schuell membrane from 28 KS/AIDS patients
and 10 hedthiindividualswithout KS, using “in house” immunofluorescence assays (IFAS). Serum samples
from the sasmeindividualswere previously evaluated by IFA-LANA and | FA-lytic, and theresultswere
compared to the results obtained in this study. | FAswere conducted according to criteria established at
Immunology Department of Instituto Adolfo Lutz, using BCBL-1 cdllsline stimulated or not with phorbol
ester, and FITC-anti human 1gG conjugate. Non-specific stainning on IFAs were detected when 1:50
and 1:100 blood eluated dilutions were empl oyed. This unespecificity disappeared on subsequent blood
dilutions. Concordant positive and negative results were obtained between sera and blood samples, but
some minor differences were observed on antibodies title. The results obtained confirmed the use of
blood collected on paper filter for HHV-8 seroepidemiological purposes.

K ey words. serology, paper filter, immunofluorescence assay (IFA), human herpesvirus 8 (HHV-8).
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INTRODUCAO

Desde adescobertado herpesvirus humano 8 (HHV-8)*
como sendo o agente etiol6gico do sarcoma de Kaposi (SK),
vérios estudos se seguiram com vistas aidentificar popul agdes
e regides endémicas desta virose?. Inicialmente, homens que
faziam sexo com homens HIV-soropositivos foram apontados
como transmissores do HHV-8, poisnelesfoi detectadaaforma
epidémicado SK associadaaAlDS*S. Posteriormente, o virus
foi encontrado nas outras formas clinico-epidemiol égicas do
SK: no SK cléssico do mediterraneo, no SK endémico africano
e no SK iatrogénico associado a terapia imunossupressora e
corticosteroide?®2.

Com a introducdo da sorologia para a pesquisa de
anticorpos anti-HHV-8 foi possivel mapear populagdes e
regides endémicas do virus que estavam associadas ou ndo a
presenca de SK°. Curiosamente, amerindios da Amazonia
brasileiraforam apontados como portadores de HHV-8, eneles
ndo foi detectado o SK%°. Da mesma forma, em alguns paises
africanos onde o HHV-8 é endémico, ndo ha muitos casos de
SK. Istolevaacrer que existam fatores presentes no hospedeiro
e/ou parasita que podem estar associados ao risco de
desenvolver doenga relacionada ao HHV-8.

Até o presente, ndo existe um consenso de qual o
mel hor método sorol 6gico para o diagnostico de infecgao por
HHV-8, porém devido ao alto custo dos “kits" disponiveisno
mercado, as técnicas “in house” continuam sendo as mais
utilizadas em levantamentos epi demiol 6gicos*14, A Secédo de
Imunologiado Instituto Adolfo L utz de S&o Paulo, introduziu
no ano de 2001, atécnicade IFI-LANA e |FI-Litico® e com
elarealizou umasérie de estudos com popul agdes de diferentes
categoriasderisco paraadquirir estavirose. Foram analisados
soros de individuos sadios e infectados pelo HIV/AIDS,
pacientes com SK/AIDSY, profissionais sadios da area da
sande"’, individuos com deficiénciafisicae mental’’, mulheres
portadores do HIV/AIDS®, criangas nascidas de méaes HIV-
soropositivas'®, criangas hospitalizadas para tratamento
eletivo®, populagdes indigenas?, pacientes em dialise? e,
finalmente, profissionais do sexo feminino®.

Maisrecentemente, com vistasaauxiliar paises africanos
€om poucos recursos financeiros e que tém o SK na suaforma
endémica e epidémicafoi idealizado um estudo paraverificar a
possibilidade de utilizar sangue colhido em papel defiltro para
a deteccdo de anticorpos anti-HHV-8. As vantagens deste
procedimento sdo: facilidade de coleta, armazenamento,
transporte, baixo custo e menor desconforto e risco para o
paciente. Com base na Portaria do Ministério da Ciéncia e
Tecnologia (MCT No 523) de 16/08/2005 que prevé apoio
financeiro para intercambio técnico-cientifico entre Brasil e
paises africanos delinguaportuguesa, foi encaminhado ao CNPq
eaprovadaaMissio Exploratoria ProAfrica, que visadetectar a
real magnitude dainfeccdo por HHV-8 em Mogambique. A etapa
preliminar desta pesquisa é verificar a viabilidade da coleta de
sangue em papel defiltro, objeto deste estudo.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados os ensaios de imunofluorescéncia
indireta (IF1) LANA elFl-Litico paraapesguisade anticorpos
IgG anti-HHV-8 em amostras de sangue colhidas em papel de
filtro (membrana Schleicher Schuell BioScience Inc., USA)
de 28 pacientes com SK/AIDS do Instituto de Infectologia
Emilio Ribas e 10 amostras de sangue de individuos
aparentemente sadios, sem SK, colhidas no ano de 1999 e
armazenadas a —70 °C. Soros dos mesmos individuos foram
usados anteriormente na padronizag@o da IFI-LANA e IFI-
L itico® e osresultados obtidos comparados aos atuais. Células
dalinhagem BCBL-1 latentemente infectadas pelo HHV-8 g,
as mesmas células estimuladas com éster de forbol, foram
usadas para a deteccdo dos anticorpos LANA e Litico,
respectivamente. As reacOes e os critérios de positividade
seguiram os previamente estabel ecidos na Secéo de Imunologia
do Instituto Adolfo Lutz, sendo considerados positivos nal Fl -
LANA os soros que a partir da diluicdo 1:50 apresentaram
fluorescéncia verde magé com padrdo nuclear pontilhado em
maisde 90% das célulasBCBL-1, enalFl-Litico, fluorescéncia
intensa de membrana (nuclear e externa) e difusa em toda a
célula, em aproximadamente 5% das células BCBL-1
estimuladas com éster de forbol*>Y.

Para a pesquisa atual, circulos de 6 mm de diametro
contendo 10uL de sangue, ou seja 5uL de soro, foram
recortados do papel e eluidos em 200uL de PBS 0,01M, pH
7,2, por 16 horas a4°C. Posteriormente, foi adicionado 50uL
de PBS contendo leite desnatado a 5% (diluicéo final 1:50 em
PBSleite 1%) efeitaadiluicdo seriadanarazéo 2 paratitulacéo
dosanticorpos. Todos os casos foram inicial mente testados para
asdilui¢es 1:50, 1:100 e 1:200. Foi utilizado como conjugado
anti-1gG humana marcada com fluoresceina diluido em azul
de Evans-leite 1%. Quatro profissionais treinados, dois dos
guais ndo estavam envolvidos no estudo anterior, realizaram a
leituradas|aminas.

A utilizacdo dos soros desta casuistica para a
padronizacdo da sorologia paraHHV-8 na Se¢do de Imunologia
do IAL foi aprovada pelos Comités de Etica em Pesquisa das
I nstitui¢des envolvidas, incluindo a coleta de sangue em papel
defiltro (CTC # 35/1999).

RESULTADOS

Durante o processo de padronizacéo dastécnicasde | FI -
LANA e IFI-Litico para pesguisa de anticorpos anti-HHV-8
nos anos de 1999-2000, foi verificado que o uso de leite
desnatado a 1% blogqueava sitiosinespecificos de anticorpose,
assim, o leite foi usado nas varias etapas de reagdo, também
para eluatos de papel defiltro.

Os resultados obtidos com eluatos tanto do grupo de
pacientes com SK/AIDS como do grupo sadio mostraram
fluorescéncia verde-amarelada na maioria das células BCBL -
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1 nas diluigBes 1:50 e 1:100. Isto dificultou a leitura
principalmente dalFl-Litico, masndointerferiu nal FI-LANA,
cujo padrdo pontilhado no ntcleo coexistiu com afluorescéncia
de membrana (Figura 1, Painel A e B, respectivamente). A
medida que se seguiram as dilui¢des, houve desaparecimento
dainespecificidade e aleitura prosseguiu normalmente (Figura
1, Painel D e E). Para os casos negativos e do grupo sadio,
houve apenas padréo amarel ado que desapareceu com adiluicdo
do soro (Figural, Painel C e F).
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Figura 1. Amostras representativas do padr&o defluorescéncia
obtido com asreacGesde IFI-LANA elFI-Litico, usando eluato
de sangue colhido em papel de filtro de casos de SK/AIDS.
Painel A e C (soro-reagente e ndo-reagente na IFI-LANA,
diluicdo 1:50, aumento x400), Painel B (soro-reagente na | FI-
Litico, diluicdo 1:50, aumento x200). Painel D, E e F (mesmos
soros na diluigdo 1:400).

Houve concordancia de resultados positivos e negativos
nos dois grupos analisados com diferengas nos titulos de
anticorpos em oito casos de SK/AIDS: seis com diferenca de
um titulo (Pt. 10, 14, 28, 31, 34 e 39), um com diferenca de
doistitulos (Pt. 32) e um com diferenca de trés titul os (Pt. 38).
Na maioria dos casos os titulos mais altos foram obtidos com
eluato de sangue (Tabela 1).

DISCUSSAO E CONCLUSOES

Nos Ultimaos anos, vériosinguéritos soroepidemiol dgicos
princi palmente de doencas parasitariastém sido realizados usando
sangue col hido em papel defiltro. Este material tem se mostrado
Gtil para ser empregado em reacGes de aglutinacao,
imunoenziméticas (ELISA), de imunodifusdo (ID) e IFI. Um
estudo comparativo usando soro e €l uato de sangue para pesquisa
de anticorpos anti-Toxoplasma gondii mostrou que o eluato
poderia ser usado na pesquisa de toxoplasmose congénita,
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Tabela 1. Resultados obtidos com a sorologia para HHV-8
usando soro e eluato de sangue colhido em papel de filtro de
28 pacientes com SK/AIDS.

PACIENTE SORO ELUATO DE SANGUE
No IFI-LANA*  IFI-LITICO* IFI-LANA* |FI-LITICO*
2 25.600 3.200 25.600 3.200
3 25.600 3.200 25.600 3.200
4 1.600 800 1.600 800
5 200 800 200 800
6 100 100 100 100
7 200 800 200 800
8 - - - -
9 200 6.400 200 6.400
10 - 50 - -
1 200 800 200 800
12 800 3.200 800 3.200
13 200 - 200 -
14 200 50 100 100
16 400 400 400 400
17 - 50 - 50
18 1600 25.600 1600 25.600
23 - 3200 - 3.200
26 - - - -
28 800 800 1.600 1.600
31 25.600 3.200 51.200 6.400
32 100 400 400 800
34 1.600 200 1.600 400
35 6.400 1.600 6.400 1.600
37 - - - -
38 1.600 1.600 3.200 200
39 25.600 3.200 25.600 1.600
48 - - - -
50

* Titulo de anticorpos (reciproca da maior diluigdo do soro com resultado

reagente).
- (soro ndo reagente)

reduzindo assim anecessidade de puncéo sangiiineaem criangas
epossibilitando o uso de material estocado em papel defiltro?.
Jano Programa de Controle do Calazar no Brasil, a Fundagéo
Nacional de Salide adotou o uso da coleta de sangue em papel
para o controle da leishmaniose visceral canina, com vistas a
introduzir um programade eliminagdo de cées sororegtivos. Nele
foi feito um estudo comparativo entre soro e eluato, usando as
técnicasde IFI e ELISA. Os resultados obtidos provaram ser o
eluato de sangue Util parainguéritos soroepidemiol 6gicos®. Na
Nicarégua, um estudo em regido endémicade doencade Chagas
mostrou que o uso de sangue colhido em papel defiltro poderia
substituir o soro nas reacfes de ELISA e IFI, resultando em
sensi bilidade de 100% e especificidade de 90% paraa pesquisa
de anticorpos especificos®. A mesma estratégia para pesquisa
de anticorpos anti-Plasmodium falciparum foi adotada para
controle de maldria na Amazonia brasileira?’ e na india.
Recentemente, foi proposto pelo CDC deAtlantanos EUA, um
protocolo de extracdo de anticorpos de amostras de sangue
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colhidas em papel, para serem utilizadas na sorologia para
sarampo/rubéola pela Organizagdo Mundial da Salide, em
situacOes de surtos®.

Atéo presente, ndo foram encontradosrelatosde sorologia
paraHHV-8 usando sangue colhido em papel defiltro. O presente
estudo mostra que esta prética pode ser adotada para pesquisa
de anticorpos na IFI-LANA e IFI-Litico e que os resultados
obtidos s8o concordantes, embora com algumas diferencas no
titulo de anticorpos. Estas diferencas podem estar relacionadas
a0 lote de células e laminas empregadas na reacéo, aformade
armazenamento do soro/sangue e, finalmente, ao critério de
leitura dos técnicos envolvidos na andlise. Curiosamente, em
alguns casos, o titulo de anticorpos detectado em material colhido
em papel defiltro foi superior ao encontrado no soro. Isto pode
ser devido ao processo de congel amento/descongel amento que
0s soros sofreram durante as varias etapas de padronizacdo da
IFI-LANA elFI-Litico, bem como naavaliagdo dekitscomerciais
de ELISA e IF, realizados em anos anteriores”, fato que ndo
ocorreu com o sangue colhido em papel defiltro.

Emboramais estudos sejam necessarios paraavalidacao
do método, afacilidade de coleta, armazenamento, transporte,
baixo custo e menor desconforto ao paciente permite autilizagdo
desta metodol ogia em inquéritos epidemiol 6gicos de infecgdo
por HHV-8 e na Missio Exploratéria ProAfrica onde sio
parceiros o Instituto Adolfo Lutz de S&o Paulo, o Centro de
Referéncia e Treinamento em AIDS de S&o Paulo e a
Universidade Eduardo Mondlaine de Maputo, Mogambique.
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