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RESUMO

LATARO, T. R. B. Utilizacdo de anticorpos monoclonais como diferenciais de
meningites bacterianas e virais pela técnica de Imuno-histoquimica. 2016. 82 f.
Dissertacdo (Mestrado em Biotecnologia) — Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de S&o Paulo, Séo Paulo, 2016.

Meningite € um grupo de doencas infecciosas que constituem um problema
global sério a saude, tendo uma grande relevancia social pelas altas taxas de mortalidade
que esta doenca pode causar. A descri¢do da progressao da doencga, do agente causador
e dos sintomas esta bem estabelecida, no entanto, as fases iniciais da doenca e todo o
processo de infeccdo ainda ndo é compreendido. O desenvolvimento de diagnosticos
laboratoriais mais rapidos e efetivos tém sido promissores. Este trabalho aborda a
utilizacdo de anticorpos monoclonais para o diagndstico por meio da técnica de imuno-
histoquimica. Os anticorpos monoclonais foram obtidos durante fusGes utilizando-se
celulas esplénicas, linfdcitos B contra antigenos de N.meningitidis. Os anticorpos foram
utilizados em estudo imuno-histoquimico (IHQ) utilizando amostras de tecidos fixados
em formol de pacientes com suspeita de meningite ou meningococcemia, no periodo de
2009 a 2015. Nosso intuito com este projeto € incrementar o diagnostico histopatologico
da meningite meningocdcica, sobretudo em situacdes em que ndo houve confirmagdo
por técnicas biomoleculares, como o PCR, da presenca do agente causador desta
doenca. Estabelecemos um protocolo para a pesquisa de antigenos de N.meningitidis,
conforme padronizado para a reacao de IHQ. Nosso trabalho obteve bons resultados, os
dois anticorpos monoclonais quando aplicados na reacdo de IHQ, ndo apresentaram
reatividade cruzada com meningite bacteriana e viral, causadas por outros agentes
etiolégicos quando utilizamos DAB ou Fast Red como cromégenos. Portanto 0 uso dos
anticorpos em conjunto com a técnica de IHQ se mostrou uma ferramenta de salde
publica auxiliando a vigilancia epidemiologica.

Palavras-chave: Neisseria meningitidis. Anticorpos monoclonais. Imuno-histoquimica



ABSTRACT

LATARO, T. R. B. Use of monoclonal antibodies such as bacterial and viral
meningitis differentials by Immuno-histochemistry. 2016. 82 f. Masters thesis
(Biotechnology) — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Séo Paulo, Sao
Paulo, 2016.

Meningitis is a group of infectious diseases that compose a serious global health
problem, having a great social relevance by high mortality rates that this disease can
cause. The description of the disease progression, the causative agent and the symptoms
is well established, however, the early stages of the disease and the infection is not yet
understood. The development of faster and effective laboratory diagnoses have been
promising. This paper discusses the use of monoclonal antibodies for diagnosis by
means of the technique of Immunohistochemistry. Monoclonal antibodies were
obtained during mergers using splenic cells, B lymphocytes against antigens of N.
meningitidis. The antibodies were used in studies immunohistochemical (IHC) using
formalin-fixed tissue samples from patients with suspected meningitis or
meningococcemia, during the period from 2009 to 2015. Our aim with this project was
to increase the histopathological diagnosis of meningococcal meningitis, especially in
situations where there has been no confirmation by biomolecular techniques, such as
PCR, of the presence of the causative agent of this disease. We have established a
protocol for detecting antigens of N. meningitidis, as standardized to the IHC. The result
obtained was very promising, the two monoclonal antibodies obtained good results.
There was no cross-reactivity with bacterial and viral meningitis, caused by other
etiological agents when using DAB or Fast Red as chromogens. Therefore the use of
antibodies in conjunction with IHQ technique proved to be a public health tool aiding
the epidemiological surveillance.

Keywords: Neisseria meningitidis. Monoclonal antibodies. Immuno-histochemistry
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Por B — Porina B

SIGH — Sistema de Informacéo e Gestdo Hospitalar

Tfp — Pili tipo IV

TNF-o — Fator de necrose tumoral do tipo a

°C — graus Celsius
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1 INTRODUCAO

Meningite € um grupo de doencas infecciosas que constituem um problema global
sério a saude, tendo uma grande relevancia social pelas altas taxas de mortalidade que
esta doenga pode causar, mais de 500.000 casos de doenca meningocdcica ocorrem a

cada ano, principalmente nos paises em desenvolvimento (SOUZA et al., 2012).

A etiologia e a epidemiologia das meningites vém sendo estudadas ha muitos anos,
com isso, tem-se a necessidade de se desenvolver estratégias preventivas efetivas contra
esta doenca. A frequéncia de endemias e epidemias que se tém no mundo,
principalmente em paises em desenvolvimento, continua tendo um consideravel
impacto econémico para os paises (CHANG et al., 2012).

Nos paises em desenvolvimento, as meningites caracterizam um grave problema de
salde publica, devido a sua alta frequéncia, alta mortalidade, e muitas vezes, o
surgimento de sequelas irreversiveis aos pacientes que a acometem. De acordo com esse
panorama, ha& necessidade de um profundo conhecimento da fisiopatologia das
meningites, seja bacteriana ou viral, para a identificacdo dos sinais e sintomas precoces

que auxiliam em um diagnostico preciso e tratamento imediato (HARRISON, 2009).

Meningite € 0 nome que se d& quando corre uma inflamacdo das meninges,
membrana que recobre o sistema nervoso central. A meningite é uma doenca grave,
potencialmente fatal, que pode ser causada por diferentes agentes etioldgicos, como
bactérias, virus e fungos, sendo as criancas menores de 5 anos as mais susceptiveis a
infeccdo (PINHEIRO, 2016).

As meningites infecciosas estdo no grupo de notificacdo compulsoria, por sua
capacidade de produzir surtos, e exigem uma vigilancia epidemioldgica ativa para

propor acdes preventivas e corretivas (CHANG et al., 2012).

As meningites virais podem ser causadas por diversos virus e apresentam ser menos
agressivas gque as meningites bacterianas, com taxa de mortalidade bem mais baixa no
pais e na maioria dos casos, sem a necessidade de um tratamento especifico
(PINHEIRO, 2016).

A meningite bacteriana € comum no Brasil e € causada principalmente pela bactéria

Neisseria meningitidis. O patégeno € estritamente humano encontrado no trato
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respiratorio de individuos saudaveis sendo transmitida por meio do contato de pessoas
sadias com secrec¢des nasofaringeas de pessoas portadoras assintomaticas. Podem causar
doenca focal, como a pneumonia e a artrite, ou até mesmo resultar em quadros de
septicemia fulminantes, com evolucdo fatal em poucas horas, denominado de

meningococcemia, a sua forma mais grave (CDC, 2015).

1.1 Caracteristicas do Agente Etiol6gico da Doenga Meningocdcica

A Neisseria meningitidis € um diplococo gram-negativo, aerébio, imével, que de
acordo com a sua composicdo antigénica da sua capsula polissacaridica, é classificada
em sorogrupos distintos. Entre os 12 sorogrupos, os principais séo A, B, C, W, X e Y
gue causam a doenca invasiva e, portanto, as epidemias (HARRISON et al., 2013).
Algumas cepas que sdo encontradas na nasofaringe sao assintomaticos, ndao tém capsula

e ndo sdo agrupaveis nos sorogrupos (CDC, 2015).

A cépsula polissacaridica dos principais sorogrupos associados a doenca invasiva,
exceto do sorogrupo A, sdo compostas por acido sialico, este responsavel pela protecdo
da bactéria contra o sistema imune do hospedeiro, e a cédpsula polissacaridica do
sorogrupo A composta por N-acetil-manosamina-1-fosfato (ROSENSTEIN et al.,
2001).

O polissacarideo do sorogrupo B é fracamente imunogénico em humanos, por esse
motivo, as vacinas para este sorogrupo ndo podem ser baseadas na capsula
polissacaridica da bactéria. O desenvolvimento de uma vacina contra o sorogrupo B
enfrenta um problema devido a similaridade entre a estrutura capsular do polissacaride
B e o &cido polisidlico contendo glicopeptideos que faz parte do tecido cerebral
humano, podendo levar a autoimunidade. Por isso, os estudos atuais sdo direcionados
para a pesquisa de antigenos vacinais derivados da membrana externa do meningococo
(GASPARINI et al., 2014).

Além dos sorogrupos, podem ser subdivididos em sorotipos e sorosubtipos, outra
classificagdo com base nos antigenos de proteinas de membrana externa (PME) da
superficie da célula da bactéria, regides variaveis das proteinas porina A (Por A) e

porina B (Por B). Os sorotipos estdo relacionados ao Por B, classe 2 e 3 da PME e o0s
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sorosubtipos pela Por A, classe 1 da proteinas de membrana externa (ROSENSTEIN et
al., 2001).

Esta bactéria possui também proteinas filamentosas denominada pili (fimbrias). S&o
estruturas que se encontram na parede celular da bactéria e séo responsaveis pela adesdo
da bactéria a célula hospedeira. As hastes do pili sdo conservadas, porém o que ira
mudar sdo os amino&cidos nas pontas dos pili, determinando a especificidade de ligacdo
de cada bactéria. Por meio de suas fimbrias e de PME, a N. meningitidis adere-se aos
receptores especificos da mucosa, vence a primeira barreira de defesa local e cai na
corrente sanguinea (KUMAR et al., 2013).

Os meningococos sao transmitidos por aerossois ou secrecBes da nasofaringe de
individuos colonizados para outros. Essas bactérias superam as defesas do hospedeiro,
colonizam as células da mucosa colunar ndo ciliada da nasofaringe e se multiplicam
(TZENG; STEPHENS, 2000). Menos de 1% dessas bactérias que colonizam véo
atravessar as células da mucosa e entrar na corrente sanguinea, provocando doenga
sistémica. Quando isso ocorre, 0s meningococos se espalham no organismo pelo sangue
e podem atingir varios 6rgdos (ROSENSTEIN et al., 2001).

1.2 Mecanismo de Colonizacao da Bactéria no Tecido Cerebral

A descricdo da progressao da doenca, do agente causador e dos sintomas estd bem
estabelecida, no entanto, as fases iniciais da doenca e todo o processo de infec¢do ainda
ndo séo compreendidos. O entendimento da infeccdo se torna prejudicada, devido a N.
meningitidis ser um patdgeno exclusivo do ser humano, o que dificulta a capacidade de
reproduzir em animais para entender e esclarecer todo o processo de infecgdo no
humano (MELICAN; DUMENIL, 2012).

Alguns estudos vém determinando 0s componentes bacterianos que estariam
envolvidos na resisténcia ao sistema imune do hospedeiro, incluindo as capsulas
polissacarideas. Os exames histolégicos post-mortem fornecem informagGes valiosas
sobre os estagios finais da infec¢do, mostrando agregados bacterianos nos endotélios ao
longo do corpo. As células endoteliais alinham todos os vasos sanguineos, formando

uma barreira fisica. E ndo s6 isso, o endotélio funciona como regulador, monitorando
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todo o metabolismo do ambiente e auxiliando no fluxo sanguineo dentro dos vasos
(MELICAN; DUMENIL, 2012).

Apo6s a multiplicacdo de bactérias na nasofaringe do hospedeiro, como visto na
figura 1, ha a translocacdo da N. meningitidis para a corrente sanguinea e
provavelmente, um numero ainda menor sobrevive ao sistema imune inato.
Curiosamente, as bactérias tém preferéncia pela aderéncia aos capilares sanguineos.
Sabe-se que N. meningitidis adere-se as células por meio da pili tipo 1V (Tfp). Esta
estrutura interage entre a bactéria e a adesdo ao endotélio (MELICAN; DUMENIL,
2012).

Figura 1- Modelo de colonizacdo ao longo dos vasos sanguineos pela bactéria N.
meningitidis.

Legenda: (a) Inicio da adesao. (b) Proliferacdo. (c) Saida e propagacao. (d) Ocluséo dos vasos.
Fonte: Melican, Dumenil, 2012.

Uma vez em contato com a célula hospedeira, N. meningitidis comeca a proliferar-

se, formando grandes agregados ao longo da parede vascular, chamados de
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microcol6nias. Acompanhando esta proliferacdo, uma reorganizacdo da membrana da
célula do hospedeiro ajuda as microcol6nias de N. meningitidis a resistir o aumento da
tensdo de cisalhamento (pressdo que o sangue exerce na parede dos vasos sanguineos).
A fixacdo da bactéria a células do hospedeiro por intermédio da pili tipo IV induz a
formacdo de uma placa cortical, com o auxilio de algumas proteinas como actina
(MELICAN; DUMENIL, 2012).

Independente de como € anatomicamente a barreira hematoencefalica, a bactéria terd
que sair da luz do vaso sanguineo. Ao se ligar as células do hospedeiro, N. meningitidis
recruta uma seérie de proteinas das células endoteliais envolvidas na formacéo e
estabilizacdo da aderéncia. Com isso, as jungOes celulares do vaso sanguineo ficam
enfraquecidas e como consequéncia, tem-se a abertura dessas jungbes. Ocorre 0
desprendimento de um numero pequeno de bactérias das microcoldnias e estas entdo
atravessam a barreira hematoencefalica (MELICAN; DUMENIL, 2012).

A interagdo das bactérias com o endotelio do hospedeiro leva a uma
desestabilizacdo das jungdes endoteliais, facilitando a saida da bactéria da luz do vaso e
permitindo o acesso bacteriano ao liquido cefalorraquidiano. Este é um ambiente estéril,
meio rico, desprovido de muitos componentes do sistema imunolégico, e um ambiente
favorével para a proliferacdo bacteriana, conduzindo a um crescimento irrestrito de
bactérias e a uma inflamacéo do cérebro (MELICAN; DUMENIL, 2012).

O plexo cordide também é um potencial sitio de entrada dos meningococos no
liquido cefalorraquidiano. Citocinas inflamatdrias, como interleucina do tipo 1 (IL-1) e
fator de necrose tumoral do tipo a (TNF-a), séo liberadas em uma bacteremia
meningocécica, podendo aumentar a permeabilidade da barreira hematoencefalica e
permitir a entrada dos meningococos (TZENG; STEPHENS, 2000). Sabe-se que
individuos com bacteremia, em cerca de 50% deles, a bactéria pode atravessar a barreira
hematoencefalica, sendo encontradas no liquido cefalorraquidiano (LCR). No espaco
sub-aracnoide, reinicia um processo inflamatério com a liberagdo da sua toxina
lipopolissacaridea (LPS) e acontece uma reacdo dos mediadores quimicos locais

(citocinas), causando a meningite (CDC, 2015).
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1.3 Fatores de Risco

Os fatores de risco para a doenca meningocécica envolvem uma interacdo de
viruléncia microbiana, a resposta do hospedeiro frente aos agentes infecciosos e as
condi¢cdes do ambiente, favorecendo a exposicdo do meningococo (ROSENSTEIN et
al., 2001).

Um fator importante na viruléncia do organismo é a capsula polissacaridica, que
fornece protecdo contra a dessecacdo do organismo durante a transmissdo e auxilia na
evasdo de mecanismos imunes ao hospedeiro. Além disso, os fatores de aquisicdo de
nutrientes, especialmente mecanismos de aquisicdo do ferro; as adesinas, como a pili;
proteinas de membrana externa e a liberagcdo de vesiculas de membrana externa, com
componentes que sdo determinantes da viruléncia do meningococo. Estes também
sofrem autolise e com isso liberam os componentes que contém informacdes genéticas
(DNA) e de parede celular para o meio externo, ocasionando e induzindo a cascata
inflamat6ria (ROSENSTEIN et al., 2001).

Entre os fatores do hospedeiro tém-se aglomeracBes e contato muito proximo que
resultam em um aumento da transmissdo de N. meningitidis e um aumento das taxas de
doenga invasiva. Migracdo e viagens também desempenham um papel importante no
aumento da incidéncia. Podemos citar outros fatores, como aglomeragdes familiares,
tabagismo ativo ou passivo, fatores de risco genéticos e também se o individuo tem
infeccBes antecedentes, como doencas respiratorias virais, causados por influenza
humana e micoplasma (TZENG; STEPHENS, 2000).

1.4 Manifestacgdes Clinicas e Diagndstico Laboratorial

A meningite é a apresenta¢do mais comum da doenga meningocdcica invasiva, com
um periodo de incubacédo da doenca de 3 a 4 dias, com um espectro que pode variar de 2
a 10 dias (CDC, 2015).

As formas clinicas mais freqlentes sdo: meningococcemia sem meningite que

atinge de 5% a 20% das infeccbes meningococicas invasivas, ocasionando elevada
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letalidade com a sua forma mais grave; e meningococcemia com meningite (CDC,
2015).

O diagndstico de meningite pode parecer relativamente simples em pacientes com
caracteristicas classicas de febre, dor de cabeca, rigidez do pescoco e estado mental
alterado, e em casos de septicemia meningococica, muitas vezes acompanhada de
erupcdo petequial ou purpurica, nduseas, vOmitos, fotofobia, confusdo mental,
hipotensdo, choque, hemorragia aguda de supra-renal e faléncia maltipla dos 6rgéos.
Porém em muitos pacientes, alguns desses sinais e sintomas estardo ausentes (MCGILL
etal., 2016).

A doenga meningocdcica pode causar sequelas em cerca de 15% dos individuos
acometidos, além do risco de morte. Entre as sequelas da doenca estdo surdez,
hidrocefalia, retardo mental, insuficiéncia renal, cicatrizes, abscessos e até mesmo
amputacdo de membros (MCGILL et al., 2016).

Deve-se levar em conta a combinagdo dos sinais e sintomas para o diagndstico da
meningite por bactérias, pois pode-se confundir com as meningites virais. A idade dos
individuos também sera um determinante que auxiliara na identificacdo da doenca
(MCGILL et al., 2016).

Como as caracteristicas clinicas muitas vezes ndo sdo claras, a preocupagéo tanto
do médico quanto do parente do paciente deve sempre ser levado a sério. Os atrasos no
diagnostico e tratamento podem ter consequéncias desastrosas, 0 reconhecimento e
tratamento imediato sdo essenciais. Os pacientes com doenca meningocdécica devem ser
frequentemente monitorados por toda a equipe de saide (MCGILL et al., 2016).

Quanto ao diagnostico laboratorial, o “padrao ouro” do diagndstico da doenga
meningocacica € a cultura bacteriana. O isolamento da bactéria N. meningitidis é o ideal
para permitir a avaliagdo da sensibilidade dos antibidticos a serem administrados ao
paciente. (CDC, 2015). No entanto, nem sempre pode ser realizada a cultura bacteriana
quando j& tenha sido administrada a terapia com antibioticos, sendo baixa a
sensibilidade da cultura neste caso (SACCHlI et al., 2011).

A coloracdo de Gram é um método relativamente simples que nos mostra a
morfologia da bactéria, os diplococos gram-negativos de N. meningitidis, sugerindo
fortemente a meningite meningococica. Entretanto, dependendo da intensidade da
infeccdo, sera baixa a sensibilidade desta coloragdo, por ndo conseguir distinguir os

diplococos ao exame microscopico (CDC, 2015).
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H& no mercado kits para detectar antigenos no liquido cefalorraquidiano, um
método rapido, facil e especifico, mas os resultados falso-negativos podem aparecer
inclusive na doenga meningococica do sorogrupo B, no qual ha imunidade cruzada com
antigenos humanos (CDC, 2015).

Com isso, métodos alternativos para o diagnéstico foram introduzidos, como a PCR
— Reacdo em cadeia de polimerase e deteccdo por antigeno por meio de métodos de
aglutinacdo de latex, implantados no Centro de Imunologia do Instituto Adolfo Lutz
(SACCHl et al., 2011).

A técnica de imuno-histoquimica (IHQ) para N. meningitidis foi utilizada nos
Estados Unidos, de acordo com o trabalho publicado por Guarner e seus colaboradores
(GUARNER et al., 2004). Este menciona a correlagdo entre a IHQ, que permite a
deteccdo das bactérias, e a PCR, técnicas que nos permitem uma melhor compreensao
da doenca meningococica. Além disso, este trabalho também aborda a correlacédo entre
anticorpos policlonais e monoclonais sorogrupo especifico, utilizando a técnica de IHQ.
O protocolo da IHQ utilizado por eles é bem semelhante ao utilizado no Centro de
Patologia do Instituto Adolfo Lutz.

1.5 Caracterizacdo Clinica e Diagnosticos Laboratoriais de Meningites

Bacteriana, Viral e Flngica

As meningites bacterianas podem ser causadas por uma grande variedade de
bactérias. A prevaléncia de cada bactéria esta associada a um grupo de fatores — idade
do paciente, porta de entrada do patégeno, estado imunitario do paciente, situacao
epidemioldgica do local, entre outros (BRASIL, 2014).

Os principais agentes etioldgicos da meningite bacteriana sdo: Neisseria
meningitidis, Streptococcus pneumoniae e Haemophilus influenzae. Outras bactérias
também podem causar meningite, porém o modo de transmisséo entre elas € 0 mesmo,
por meio das vias respiratorias, de pessoa a pessoa, por goticulas e secreces da
nasofaringe (PINHEIRO, 2016).

O quadro clinico é grave e caracterizam-se por cefaléia, nauseas, vomitos, febre,
erupcgéo cutanea, rigidez de nuca, confusdo mental, podendo agravar-se para um coma e

obito. Pode haver algumas complicagcbes no caso, como retardo mental, perda de
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audicdo, distarbios de linguagem, anormalidade motora e distarbios visuais (BRASIL,
2014).

Como colocado no item anterior, 0s exames para diagndstico das meningites
bacterianas sdo — cultura bacteriana, que € o padrdo ouro (sangue, liquido
cefalorraquidiano ou fezes), reacdo em cadeia da polimerase — PCR (soro, liquido
cefalorraquidiano e outras amostras), aglutinacdo pelo latex (soro, liquido
cefalorraquidiano), contraimunoeletroforese (soro, liquido cefalorraquidiano) e exame
quimiocitoldgico do liquor (BRASIL, 2014).

No entanto, as meningites ndo sdo apenas causadas pelas bactérias, temos alguns
virus, fungos e parasitas que podem causar a meningite, um processo inflamatério das
membranas que envolvem o cérebro e a medula espinhal (VARELLA, 2015).

As meningites de etiologia viral tém como reservatorio principal o homem, bem
como as meningites bacterianas, com periodos de incubacdo do virus entre 7 a 14 dias,
podendo chegar até 25 dias de incubacdo no homem. A transmissdo desta meningite
ocorre por via fecal-oral, ocorrendo também pela via respiratoria (BRASIL, 2014).

As manifestacdes clinicas mais frequentes sdo: febre, mal-estar, nauseas, dor
abdominal na fase inicial, seguida apds 2 dias dos sintomas, de sinais de irritacdo
meningea, rigidez de nuca e vOmitos. A duracdo do quadro clinico do paciente
geralmente é inferior a uma semana. Estes sinais e sintomas sao classicos e confundem
com os sintomas das meningites bacterianas, sendo imprescindivel o diagnostico
laboratorial (BRASIL, 2014).

Para o esclarecimento do diagnostico das meningites virais, 0s principais exames
sdo: isolamento viral em cultura celular (liquor e fezes); sorologia — pesquisa dos
anticorpos 1gG e IgM (soro); reacdo em cadeia da polimerase — PCR (soro, liquido
cefalorraquidiano e outras amostras) e exame quimiocitolégico do liquor. O aspecto do
liquor nos processos inflamatorios permanece incolor, devido a baixa celularidade. Ha
alteraces celulares e bioquimicas, com o aumento do nimero de leucdcitos, no entanto,
alteram muito pouco macroscopicamente o aspecto do liquor (BRASIL, 2014).

As meningites virais possuem uma distribui¢do universal, podendo ocorrer surtos e
alguns casos isolados, principalmente relacionados aos enterovirus. O aumento dos
casos pode estar relacionado a epidemias de caxumba, sarampo e varicela (BRASIL,
2014).
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H& meningites por outros agentes etiologicos, entre eles, os fungos do género
Cryptococcus, alguns protozoarios e helmintos, que também podem ocasionar
meningite (PINHEIRO, 2016).

A transmissdo ocorre devido a inalacdo dos fungos do ambiente, provocando o
surgimentos de sinais e sintomas que podem variar de 2 dias a 18 meses ou mais. As
manifestacdes clinicas das meningites por fungos, principalmente pelo género
Cryptococcus, apresentam-se como meningite ou meningoencefalite aguda, com
algumas lesbes focais no sistema nervoso central, associadas ou ndo a quadros
meningeos. Essas manifestacbes variam de acordo com o estado imunolégico do
paciente, podendo apresentar quadros mais agudos de meningoencefalite, com evolucgéo
para um coma (BRASIL, 2014).

1.6 Comportamento Epidemiolégico no Mundo, no Brasil e no Estado de S&o
Paulo

Meningite bacteriana tem grande relevancia social devido a sua capacidade de
produzir sequelas e causar a morte. No Brasil, a Neisseria meningitidis é a principal
bactéria causadora de meningite, seguida por Streptococcus pneumoniae. O
Haemophilus influenzae do tipo b (Hib) ocupava o segundo lugar, mas apds a
introducdo da vacina conjugada contra a Hib em 1999, houve uma queda de 90% desta
meningite, o que evidencia o valor das acdes de preven¢do como a imunizagdo. O bom
prognostico da doenca esta baseado em diagnoéstico e tratamento precoces e, portanto, 0
conhecimento da doenca, da etiologia e de técnicas desenvolvidas de andlise sdo
decisivos. Medidas como uso de vacinas e quimioprofilaxia sdo importantes ferramentas

no controle desta doenca e suas sequelas (CHANG et al., 2012).

A meningite ocorre principalmente nos paises em desenvolvimento, onde a
desnutricdo e as condic¢Oes de vida insalubre contribuem para o aumento da carga de
bactérias nas doengas infecciosas. A bactéria N. meningitidis € uma das principais

causas de meningites e de outras infec¢bes graves em todo o mundo (CDC, 2015).

A meningite meningocdcica atinge todas as classes sociais, porém sua intensidade
varia de acordo com os diferentes estados socioecondmicos da populagdo. A taxa de
mortalidade de meningite bacteriana adquirida na comunidade é elevada, cerca de 20%.

Embora a meningite seja contagiosa e exija a presenca do agente causador da doenca, é
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relevante tomar as condi¢fes de vida da populacdo para a avaliacdo desta doenca, uma
vez que resulta de uma combinacdo de mdltiplos fatores, incluindo os fatores sociais
(MCGILL et al., 2016).

A doenca meningocdcica ocorre durante todo o ano, principalmente durante o
inverno e inicio da primavera. As taxas de incidéncia da doenca sdo mais altas nas
criancas menores de 5 anos, no qual os anticorpos que 0s protegem ainda ndo se
desenvolveram. As taxas caem depois da infancia e voltam a aumentar na adolescéncia
e adultos jovens, com idades entre 16 e 25 anos (ROSENSTEIN et al., 2001).

Nos Estados Unidos, 28% das pessoas afetadas pela doenca tinham idade entre 12 a
29 anos no periodo de 1992 a 1996, e os casos vém aumentando nos Gltimos anos entre
os adolescentes e adultos jovens (ROSENSTEIN et al., 2001). Um estudo recente
realizado no periodo de 2006 a 2012 verificou uma baixa incidéncia da doenca
meningocdcica, com as taxas de 0,15 por 100.000 habitantes/ano. No entanto, a
incidéncia se manteve alta na infancia, menores de 1 ano, causados pelo sorogrupo B
(MACNEIL et al., 2015).

Um estudo na Inglaterra e Pais de Gales mostraram um aumento na incidéncia de
meningite em adultos entre 2004 e 2011, com o maior aumento em maiores de 65 anos.
A incidéncia anual em adultos é estimada em 1,05 casos por 100.000 habitantes, com
maior incidéncia no grupo de 45 a 64 anos (1,21 por 100.000) (OKIKE et al., 2014).
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A figura 2 mostra um panorama mundial dos sorogrupos. A distribuicdo dos
sorogrupos varia geograficamente e temporalmente, sendo os sorogrupos A, B, C
responsaveis pela maioria dos casos de doencas meningocdcicas em todo o mundo.
Sorogrupos B e C sdo prevalentes na Europa e nas Américas e 0s sorogrupos A e C na
Asia e na Africa (ROSENSTEIN et al., 2001).

Figura 2 — Vis&o global dos sorogrupos de N. meningitidis.
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Fonte: Orta et al, 2015.
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A incidéncia da doengca meningocdcica no Brasil comegou a ser monitorada a partir
da epidemia da década de 70, entre 1971 e 1974, o qual atingiu cerca de 170/100.000
hab/ano, causada pelos sorogrupos A e C. Na década de 80, de 1980 a 1992, houve um
predominio do sorogrupo B, responsavel por aproximadamente 80% dos casos de
doenga meningococica no Brasil. Em 1988, temos uma epidemia situada na grande S&o
Paulo, ao qual foram atingidos mais de 17 milhGes de habitantes em 38 municipios de
Sdo Paulo, sendo o sorogrupo B responsavel por esta epidemia (MILAGRES et al.,
1994).

Ja a década de 90, esta foi caracterizada pelo aumento progressivo da doenca

causada pelo meningococo C. Atualmente, os sorogrupos B e C sdo predominantes no
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Brasil, no entanto, tem-se o sorogrupo W emergindo nos ultimos anos. Em 2011, foram
notificados surtos de meningite meningococica pelo sorogrupo C no Nordeste, em
Minas Gerais, S8 Paulo e no Rio de janeiro. A incidéncia média no Brasil € de
1,9/100.000 hab/ano, mas pode variar de 1,3 a 2,9 casos por 100.00 habitantes (SOUZA
etal., 2012).

Atualmente, na Ameérica Latina, sorogrupos B e C sdo dominantes, mas aumenta a
proporcdo de casos de doenca meningococica causada pelo sorogrupo W. Surtos do
sorogrupo W vém sendo relatados em varios paises, ndo apenas no Brasil. Desde 1990,
os casos de doenca meningococica pelo sorogrupo W foram detectados na regido. No
Brasil, 5,2% de isolados do sorogrupo W foram detectados, enquanto que na Venezuela
nenhum. O maior aumento da prevaléncia do sorogrupo W foi observado na Argentina,
com aumento de 6,3% em 2006 para 52% em 2012 (SAFADI et al., 2015).

Ao longo dos anos, a faixa etéaria atingida pelo sorogrupo W também mudou:
tinhamos os individuos mais velhos sendo afetados pelo sorogrupo W; a partir de 2008,
os individuos mais jovens passaram a ser atingidos por este sorogrupo (SAFADI et al.,
2015).
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De acordo com o Centro de Vigilancia Epidemiologica do Estado de Sao Paulo
(CVE), o sorogrupo B est4 emergindo nos ultimos 5 anos, enquanto que o sorogrupo C
estd caindo a sua incidéncia no mesmo periodo, porém esta ainda é alta no Estado de
Sdo Paulo, atingindo de 55% a 60%. Os sorogrupos W e Y também aparecem em S&o
Paulo, no entanto a incidéncia é baixa, em torno de 5%, como observado na figura 3
(SAO PAULO, 2016).

Figura 3 - Gréfico da distribuicdo percentual da doenga meningocdcica por sorogrupo
no estado de S&o Paulo, no periodo de 1998 a 2015.
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Com relacdo a incidéncia no Estado de Sdo Paulo por faixa etaria, a maior
incidéncia sempre ocorreu em menores de 2 anos de idade, como visto na figura 4.
Desde 2011 esta incidéncia vem caindo, como vém diminuindo proporcionalmente nas
outras faixas etarias. De 2 anos a 4 anos de idade, também tém-se uma alta na
incidéncia, que vem diminuindo nos ultimos 4 anos, ficando abaixo dos 10/100.000
hab/ano (SAO PAULO, 2016).

Figura 4 - Gréafico da incidéncia da doenca meningocdcica por faixa etaria no estado de
Sédo Paulo, no periodo de 1998 a 2015.
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1.7 Anticorpos

Anticorpos sdo proteinas circulantes que reconhecem antigenos de maneira
especifica e com um alto grau de afinidade. Os anticorpos sdo diversos e especificos,
constituem os mediadores da imunidade humoral contra todas as classes de
microrganismos. Dentre os anticorpos, ha os policlonais e os monoclonais (ABBAS et
al., 2015).

Os anticorpos policlonais sdo produzidos pelos linfécitos B que circulam por meio
do sangue e da linfa. S8o responsaveis por localizar, reconhecer, detectar, ligar-se e
inativar um antigeno, ou dar inicio ao processo de eliminacdo do mesmo. Podem ocorrer
ligacGes inespecificas, pois sdo imunoglobulinas direcionadas para um tipo de antigeno
e epitopos diferentes (GUARNER et al., 2004).

Os anticorpos monoclonais (AcMo) surgiram da descoberta do direcionamento a
um epitopo especifico do antigeno, gerados em laboratdrio para reconhecer e se ligar a
qualquer antigeno de interesse. Esse método foi descrito por César Milstein e Georges
Kohler em 1975, em um artigo publicado pela revista Nature, e provou ser um dos
avangos mais valiosos em toda a pesquisa cientifica e medicina clinica (KOHLER;
MILSTEIN, 1975).

Na figura 5 tem-se o esquema de produgéo de anticorpos a partir da inoculagdo do
antigeno de interesse em camundongos, a fusdo celular, selecdo dos hibridomas e

expansdo das células produtoras de anticorpos monoclonais.
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Figura 5 - Esquema de producdo de anticorpos monoclonais a partir da inoculacdo do
antigeno em camundongo. Meio HAT: Hipoxantina, Aminopterina e Timidina
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Kohler e Milstein descreveram a técnica de producdo de anticorpos monoclonais
por uma linhagem de células denominada hibridomas. (KOHLER; MILSTEIN, 1975).
A producdo dos anticorpos monoclonais baseia-se na fusdo de linfocitos B de um
animal imunizado, geralmente de camundongos, com uma linhagem celular de mieloma
mutante. As células mieldmicas sdo células ndo secretoras de anticorpos, porém
possuem alta capacidade mitotica e vida longa de cultivo, incapaz de se desenvolver em
meio HAT (hypoxantina, aminopterina e timidina). As células que ndo fundiram néo
sobrevivem neste meio (ABBAS et al., 2015).

As células fusionadas sdo chamadas de hibridomas, células que reunirdo as
caracteristicas genéticas de ambas as células, com alta capacidade de produzir
anticorpos especificos e ser cultivadas in vitro indefinidamente. O sucesso da técnica
estd na selecdo das células hibridas em meio HAT. Este meio ndo permite o crescimento

das células que ndo foram fusionadas (ABBAS et al., 2015).

Os hibridomas séo células derivadas de um Unico clone, que produzem e secretam
imunoglobulinas idénticas, denominados de anticorpos monoclonais. Estes interagem
especifica e exclusivamente com o determinante antigénico utilizado como imunizante
(ABBAS et al., 2015).

Assim, tem-se a necessidade de verificar a presenca dos anticorpos de interesse no
sobrenadante de cultura e entdo fazer a sele¢do da célula por diluicdo limitante.
Portanto, o produto desses clones individuais sdo anticorpos monoclonais, especificos
para um Unico epitopo do antigeno utilizado para imunizar o animal (ABBAS et al.,
2015).

Com a descoberta da técnica de produgdo dos anticorpos monoclonais, varias areas
da imunologia e da medicina mostraram um importante avanco, com o mais favorecido
deles, o Imunodiagnéstico. Os anticorpos monoclonais sdo extremamente especificos e
possuem alta afinidade para a deteccdo de diversos antigenos e por isso ideais para a
confeccdo de Kits de diagnostico para doencas infecciosas, principalmente, quando
utilizados para o diagndstico mediante os ensaios imuno-histoquimicos (GUARNER et
al., 2004).

Em decorréncia de sua alta especificidade e sensibilidade, as produgdes dos AcMo
séo de extrema importancia na area medica, sendo uma grande inovagédo para a industria

biotecnolodgica, uma vez que estdo sendo desenvolvidos para alvos especificos. Apesar
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da utilizacdo dos anticorpos monoclonais na terapéutica médica e em investigacdes
epidemioldgicas, eles podem ser muito Gteis no diagnostico em diferentes patologias
(CORDEIRO et al., 2014).

1.8 Anticorpos Monoclonais

A partir da descoberta da tecnologia de obtengdo dos anticorpos monoclonais e a
sua introducdo em diversas técnicas, tem-se melhorado muito o entendimento quanto a
diversidade de imunoglobulinas, respostas primarias e secundarias, a determinacao de
sorotipos e subtipos dos meningococos e a compreensdo quanto a mudancgas na regido
variavel de um anticorpo apds um estimulo antigénico, ocorrendo um aumento na
afinidade com o antigeno (MARQUES, 2005).

Desde 1975, da descoberta dos anticorpos monoclonais, 0s primeiros anticorpos
produzidos eram murinos. Embora os anticorpos fossem produzidos naturalmente pelo
sistema imunolégico, houve a necessidade de anticorpos com especificidade Unica para
serem produzidos em larga escala. Para tanto, houve a estimulacdo da geracdo de novas
tecnologias para a producdo em escala biofarmacéutica (MARQUES, 2005).

Com o intuito de diminuir os efeitos adversos causados pelos anticorpos murinos e
com maior seguranca na sua utilizacdo, outras técnicas foram sendo desenvolvidas,
como o0s anticorpos monoclonais quiméricos ou humanizados, o0s anticorpos
monoclonais obtidos por biblioteca gendmica, anticorpos obtidos a partir de
camundongos transgénicos, sendo que atualmente esses anticorpos monoclonais estéo
sendo muito utilizado para o uso terapéutico (MARQUES, 2005).

Com aplicabilidade na area de Neisseria meningitidis, o sistema de sorotipagem
para meningococos baseia-se em uma variedade de anticorpos monoclonais que
reconhecem diferengas antigénicas nas proteinas de membrana externa de classe 2 ou 3
(porina B) e de classe 1 (porina A) . O sistema de tipagem com anticorpos monoclonais
foram desenvolvidos por causa das dificuldades encontradas com o uso de soros
policlonais hiperimunes para tipagem, como descrito em trabalhos publicados pelo
nosso laboratério (BELO, 2004, 2007; CHAVES et al., 2015; DE GASPARI,
ZOLLINGER, 2001; FERRAZ et al., 2008).

Depois de perceber a necessidade de métodos de subtipagem mais sensiveis quase

20 anos atras, um projeto foi criado para desenvolver um sistema de subtipos com base
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em anticorpos monoclonais pelos pesquisadores do Instituto Nacional de Saude Publica
e Protecdo Ambiental da Holanda. Um painel de sorotipagem e sorosubtipagem de
anticorpos monoclonais ja esta disponivel no site da Universidade de Oxford, no Reino
Unido (FERRAZ et al., 2008). Além disso, tem-se disponivel uma ferramenta muito
importante, o site Neisseria.org, que contém informacdes sobre diagnostico, tratamento,
vigilancia da doenga meningocdcica e controle da saude publica, como uma importante
base de dados atualizado sobre os anticorpos monoclonais, informagdes sobre o genoma
e sobre as vacinas meningococicas.

Antes que este projeto fosse realizado, a fim de padronizar a sorosubtipagem, um
estudo internacional comparando sensibilidade e especificidade entre 11 laboratorios foi
realizado com o uso de 85 cepas isoladas de Neisseria meningitidis, geograficamente e
temporalmente, do sorogrupo B em 1992 (FERRAZ et al., 2008).

Esse estudo cego colaborativo descrito foi desenvolvido para estabelecer as
especificidades e sensibilidades dos anticorpos monoclonais disponiveis e a
variabilidade entre os laboratdrios participantes. Este demonstrou que alguns anticorpos
monoclonais contra OMPs, do inglés Outer Membrane Proteins, proteinas de membrana
externa do meningococo (sorotipos 4, 1 e 15 e subtipos P1.6, P1.10 e P1.15) aos quais
ndo sdo muito sensiveis (POOLMAN et al., 1994).

Entretanto, ndo invalidando a metodologia utilizada, alguns laboratérios relataram
poucos resultados como fracamente positivo. A analise destes resultados, em que 0s
fracamente positivos foram marcados, quer como positivas ou como negativas, revelou
algumas diferencas ndo significativas em termos de sensibilidade, especialmente no que
diz respeito a anticorpos monoclonais especificos de subtipo produzido (POOLMAN et
al., 1994).

As maiores diferencas entre os resultados obtidos pelos varios laboratdrios estavam
com os anticorpos monoclonais com os menores graus de sensibilidade. A razdo mais
frequente para os resultados incorretos obtidos com os anticorpos monoclonais era o
falso-negativo, que foi o mais relatado pelos mesmos laboratorios. Estas descobertas
ilustram que varias praticas de laboratério tém uma influéncia sobre os resultados, e é
necessaria a realizagdo correta do método de tipagem recomendado (POOLMAN et al.,
1994).

Um dos problemas relatados com os métodos de sorotipagam e sorosubtipagem
baseados nos AcMo por este estudo foi que uma grande proporgdo dos isolados eram

ndo tipaveis. O resultado indica que a sorosubtipagem pode ser padronizado. Estudo
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comparativo entre os laboratorios permitiu a identificacdo de anticorpos monoclonais
adequados e menos adequados com relacdo a especificidade e sensibilidade, e d& a
oportunidade para melhorar o desempenho dos anticorpos monoclonais no laboratorio
(POOLMAN et al., 1994).

Atualmente, o sistema de tipagem de N. meningitidis inclui a determinacdo de
grupos, sorotipos e subtipos, através de técnicas como ELISA ou dot-blot ELISA
usando os anticorpos monoclonais. O sorotipos, subtipos, os lipopolissacarideos (LPS),
classe 5 e especificidade de reacdo cruzada de AcMo séo definidas pela sua reatividade
com células completas ou com as proteinas da membrana externa de cepas nativas por
meio da analise por imunodot (FERRAZ et al., 2008).

A determinacdo da triagem por métodos mais adequados e analises do subtipo
depende das necessidades imediatas de uma investigacdo. Um painel de AcMo
especificos com subtipos bem caracterizados propostas para utilizacdo em rastreio de
um grande numero de isolados durante um surto deve ser selecionado para identificar a
maioria das cepas. Este método de triagem epidemioldgica tem se mostrado eficaz na

avaliacdo de surtos durante os Gltimos 17 anos (FERRAZ et al., 2008).

1.9 Imuno-histoquimica como ferramenta no diagnoéstico da Meningite

A Imuno-coloracdo ou Imuno-histoquimica, é uma das coloracbes especificas, que
coram exclusivamente um determinado componente dos tecidos. Esta coloracdo surgiu
da necessidade de identificar moléculas especificas nos tecidos para auxiliar num
diagndstico histopatoldgico. Esta reacdo consiste no uso de anticorpos selecionados para
identificar antigenos especificos. E uma reacdo de alta sensibilidade, podendo revelar
pequenas quantidades das substancias em amostras fixadas e incluidas na lamina
(MICHALANY, 1998).

Os ensaios de imuno-histoquimica permitem a deteccdo de bactérias e 0s seus
antigenos, mantendo as caracteristicas morfoldgicas do tecido. Isto nos permite estudar

0S mecanismos patogénicos nas amostras de tecidos humanos (GUARNER et al., 2004).

Neste tipo de reacéo, é utilizado o método indireto, no qual o marcador visualizado
esta ligado a um anticorpo secundario que esta dirigido contra um anticorpo primario e a

um antigeno, amplificando ent&o a sua reacdo (MICHALANY, 1998).
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No presente momento, o laboratério de imuno-histoquimica do Nucleo de
Anatomia Patoldgica do Instituto Adolfo Lutz (NAP-IAL) emprega, para a pesquisa de
antigenos de N. meningitidis em amostras teciduais preservadas em formol, anticorpos
policlonais produzidos e gentilmente cedidos pelo Centro de Imunologia do Instituto
Adolfo Lutz. Entretanto, pela natureza policlonal do reagente, alguns casos de infeccéo
estreptocdcica, confirmados por PCR, sdo por este detectado. Por esta razéo, torna-se
necessario desenvolver alguma estratégia para confirmagdo da presenca do antigeno

causador da infecgéo, principalmente na auséncia de amostra adequada ao PCR.

Desde 1996 o laboratério de anticorpos monoclonais antigenos e adjuvantes do
Instituto Adolfo Lutz trabalha com a caracterizagdo antigénica de cepas de N.
meningitidis com o painel de anticorpos monoclonais pré-estabelecido e producdo de
novos monoclonais para a caracterizacdo de perfis desconhecidos (BELO, 2004, 2007;
DE GASPARI, ZOLLINGER, 2001).

Com auxilio do NAP-1AL, que oferece, em sua rotina laboratorial, o diagndstico
imuno-histoquimico para doencas neoplésicas e infecto-contagiosas e, atualmente, é
referéncia regional e nacional para os diferentes agentes infecciosos, utilizamos a
técnica de IHQ com os anticorpos monoclonais para a diferenciacdo de meningites
bacterianas e virais (BOGER et al., 2013; JAY et al., 2013).

Pretende-se, com a padronizacdo destas reacOes, estabelecer um protocolo para a
pesquisa IHQ de antigenos de N. meningitidis, e incrementar o diagnostico
histopatoldgico da meningite meningococica, sobretudo em situacées em que ndo houve
confirmacéo por técnicas biomoleculares, como o PCR, da presenca do agente causador
desta doenca, utilizando anticorpos monoclonais para antigenos presentes em N.

meningitidis, de diferentes sorogrupos, sorotipos e subtipos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar dois hibridomas murinos secretores de anticorpos monoclonais produzidos
no laboratorio de anticorpos monoclonais antigenos e adjuvantes do Instituto Adolfo

Lutz, contra antigenos de Neisseria meningitidis do sorogrupo B.

2.2 Objetivos Especificos

1. Expandir os clones hibridos para a obtencao dos anticorpos monoclonais;

2. Selecionar os casos encaminhados ao Nucleo de Anatomia-Patoldgica do
Instituto Adolfo Lutz através da Plataforma SIGH (Sistema de Informacdo e

Gestao Hospitalar);

3. Avaliar os anticorpos monoclonais NL e NM pela reacdo de Imuno-histoquimica
com o auxilio dos resultados do anticorpo policlonal anti-N. meningitidis e o
método de PCR.
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3 MATERIAL E METODOS

Este projeto foi aprovado pela Plataforma Brasil em 15 de Julho de 2014 pelo
namero C.A.A.E: 22581214.9.0000.0059. Também foi aprovado pelo Conselho Técnico
Cientifico do Instituto Adolfo Lutz (CTC-IAL) em 25 de Junho de 2013, pelo nimero
CTC17 E/2013.

3.1 Obtencéao de Anticorpos monoclonais

Os AcMo utilizados foram obtidos a partir da imunizacdo de camundongos
BALB/c com amostras de antigenos de membrana externa de N.meningitidis B. A
metodologia de producdo, purificacdo e caracterizacdo dos anticorpos monoclonais
usados foram descritos em trabalhos prévios de nosso laboratério (BELO, 2004, 2007,
CHAVES et al., 2015; DE GASPARI, ZOLLINGER, 2001; FERRAZ et al., 2008).

3.2 Reatividade dos anticorpos monoclonais

Dois dos anticorpos monoclonais obtidos estdo em fase de patente no Nucleo de
Inovacdo Tecnoldgica (NIT) do Instituto Adolfo Lutz. Os anticorpos monoclonais
escolhidos para o estudo tém como caracteristica serem de reatividade cruzada.

O anticorpo NM (sobrenadante de cultura de células) e o NL (ascite) foram
submetidos em diferentes diluicGes para a padronizacdo na técnica de IHQ. O anticorpo
monoclonal NM esta sendo usado na técnica de IHQ na diluicdo 1:5 e o anticorpo
monoclonal NL na dilui¢cdo 1:2000 no qual apresentaram uma boa especificidade apos
as diluicodes utilizadas (FERRAZ et al., 2008).

Gostariamos de salientar que para a técnica de imuno-histoquimica os anticorpos
monoclonais NL e NM estdo sendo usados nesta diluicdo apds a padronizagéo.
Entretanto o anticorpo NM ¢ utilizado na concentragdo 1:1000 na técnica de ELISA e o
NL a 1:10.000 quando utilizamos a reatividade homéloga para OMV, vesiculas de

membrana externa, “ Outer Membrane Vesicles” de Neisseria meningitidis.
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3.3 Expanséo Celular e Producéo do Fluido Ascitico

Primeiramente, descongelamos os hibridomas, para fazermos a expansdo das
células para a producdo do sobrenadante de cultura e de ascite. Os hibridos que foram
positivos selecionados pela técnica de ELISA foram mantidos em cultura. Apds o
crescimento celular nas placas de 96 orificios, as células foram repicadas em placas de
24 orificios e posteriormente expandidas em frascos de 500 mL, contendo meio
Iscove’s. As garrafas foram incubadas a 37 °C em ambiente de CO, a 5% e cultivadas
até que aproximassem 75% da superficie de crescimento da garrafa que estivesse
coberta pelas células. Quando estas células atingiram uma densidade adequada na placa,
estas células estariam prontas para a retirada do sobrenadante de cultura contendo os
anticorpos, para o congelamento ou inoculagdo em camundongos visando a inducgédo do
fluido ascitico (RIBEIRO, 2003).

Fémeas de camundongos BALB/c foram utilizados no estudo. Injetou-se 1 mL de
6leo mineral puro via intra peritoneal, 10 dias antes de injetar as células. Centrifugou-se
a suspensao dos hibridomas, sendo o “pellet” de células lavado duas vezes com 10 mL
de meio Iscove’s-completo, com antibidticos e antimicoticos e suplementado com soro
albumina bovina. Ressuspendeu-se as células em meio Iscove’s-completo e injetou
2x107 de células na regido intraperitoneal do camundongo para a producio de ascite.
Apbs aproximadamente 10 dias, os camundongos comecaram a produzir grande
quantidade de fluidos, a ascite, muito rica nos anticorpos desejados. Este liquido
ascitico foi retirado por puncdo estéril e armazenado a -20 °C (RIBEIRO, 2003). Tanto
o fluido ascitico quanto o sobrenadante de cultura foram purificados como descrito no
trabalho de De Gaspari e Zollinger (2001).

3.4 Levantamento de Dados pela Plataforma SIGH

Para o inicio de nosso trabalho foi feito um levantamento de dados por meio do
Sistema de Informagdo e Gestdo Hospitalar (SIGH), uma base de dados no qual contém
os laudos emitidos de todos os exames que foram realizados com o0s pacientes que
deram entrada no Instituto Adolfo Lutz, sendo que esta é acessada por pessoas

cadastradas no SIGH.
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No nosso estudo, selecionamos nessa plataforma os casos de pacientes suspeitos de
meningite ou meningococcemia, que entraram no Ndcleo de Anatomia Patologica do
IAL, no periodo de 2009 a 2015, correlacionando os parametros de avaliacdo: data de
entrada da amostra, idade do paciente, municipio, as suspeitas clinicas, o diagnostico
histopatoldgico e os resultados da IHQ ou de outros exames complementares. A partir
deste levantamento, separamos o0s casos para utilizar os anticorpos monoclonais

selecionados.

3.5 Obtencao das laminas para andlise histopatologica e IHQ

As amostras enviadas por hospitais, vigilancia sanitaria, pelo Instituto Médico
Legal ou outros locais sdo recebidos pela triagem do Instituto Adolfo Lutz e, ent&o,
encaminhados aos setores especificos para cada amostra. Chegando ao Nucleo de
Anatomia-Patoldgica, estas amostras ficardo no aguardo da macroscopia, processo pelo
qual o meédico patologista avalia o que ele estd recebendo, o tipo de tecido, tamanho,
cor, consisténcia e localizacdo de alguma lesdo, se houver, além dos fragmentos que
serdo colocados em um cassete de plastico. A amostra dentro do cassete fica em um
recipiente com formol até o técnico colocar em um equipamento chamado histotécnico
(Leica Biosystems Nussloch GmbH - Alemanha) ou processador automatizado de
tecidos que compreende em banhos alternados de formol, alcool, xilol e parafina, por
um periodo de 12 horas, preparando o tecido para a etapa seguinte (MICHALANY,
1998).

Apds este periodo, retira estes cassetes do equipamento e coloca no autoinclusor
(Leica Biosystems). A inclusdo é um processo de impregnacao do tecido na parafina,
formando os blocos. O corte € realizado num equipamento chamado Micrétomo (Zeiss -
Alemanha), no qual apds o bloco passar por uma navalha, tem-se um corte fino de
tecido (3 a 5 UM de espessura). Uma das laminas feitas sera submetida & coloragéo de
hematoxilina-eosina, esta constitui a coloragdo basica geral, para uma analise
histopatologica. As laminas restantes seréo submetidas as reagdes imuno-histoquimicas
(MICHALANY, 1998).
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3.6 Reacdo de Imuno-histoquimica

3.6.1. Padronizagéo dos Anticorpos Monoclonais NL e NM

Fixados em formol, 10 amostras de tecido de cérebro foram emblocados em
parafina, sendo 4 casos de Neisseria meningitidis confirmados por PCR; 1 caso de
Febre maculosa - Rickettsia rickettsii confirmado pela IHQ; 4 casos de Streptococcus
pneumoniae confirmados por PCR e 1 caso de Rubéola confirmado pela IHQ, foram
selecionados de Obitos de pacientes encaminhados pelos Servicos de Vigilancia

Epidemioldgica e recebidos pelo NAP-1AL.

As amostras foram submetidas a microtomia para obtencdo de secdes histolégicas,
seguidas pela coloracdo Hematoxilina e Eosina (H&E). Apds analise histopatologica,
foram realizados ensaios de IHQ (ALVES, 1999; SHI et al, 1999).

Em nosso estudo preliminar, foram utilizados anticorpos monoclonais ou
policlonais: para Febre Maculosa (Rickettsia rickettsii), Rubéola e N. meningitidis. A

especificacdo de cada um esta descrita na tabela 1.

Os reagentes utilizados para analisar estes anticorpos foram: Kit Polimero
Conjugado a Peroxidase (Picture Max HRP Polymer Conjugate Broad Spectrum DAB)
da Life Technologies e o Kit Polimero Conjugado a Fosfatase Alcalina (Hidef) da Cell
Marque.



45

Tabela 1 - Anticorpos policlonais e monoclonais utilizados na reacdo de IHQ para a
Padronizacéo.

Anticorpo Origem Cddigo do Tipo Titulo
Produto

Anti-Rickettsia CDC — Atlanta EUA  Lote: Policlonal - 1:30.000
ab#70 Coelho

Anti-Rubéola/ Millipore Lote: Monoclonal-  1:100

Clone: E1-20 19572223 Camundongo

Anti- Servico de Lote: 41 Policlonal - 1:10.000

N. meningitidis Microbiologia e Cabra

Imunologia -

Divisdo Biologia
Médica do Insituto
Adolfo Lutz

Legenda: Anticorpo para Febre maculosa (Rickettsia rickettsii), Rubéola e Meningite (Neisseria
meningitidis); suas origens, a partir de que animal ¢é feito o anticorpo e a sua titulagdo utilizada na reagdo

IHQ.

Para a padronizagdo em nosso estudo preliminar, os anticorpos monoclonais foram
submetidos a diluicdes seriadas. O anticorpo NL foi testado nas dilui¢cdes 1:10, 1:1000 e
1:2000; e o anticorpo NM nas dilui¢Bes 1:1, 1:2, 1:5 e 1:10, ambos testados em laminas
com tecido de cérebro emblocado em parafina. Por intermédio destes testes, utilizamos
para nossos estudos a diluicdo que melhor nos mostrou as marcacfes positivas dos
meningococos no tecido cerebral, sem uma rea¢do de fundo escura “background” e
coloracdo inespecifica que nos atrapalhasse na analise dos casos. No presente estudo, 0s
anticorpos monoclonais foram usados na rea¢do de IHQ nas dilui¢des 1:5 no anticorpo
do sobrenadante (NM) e 1:2000 no anticorpo da ascite (NL).
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3.6.2 Utilizacdo dos Anticorpos Monoclonais NL e NM na Técnica de Imuno-

histoquimica

Amostras de necropsia de cérebro fixados em formol e emblocados em parafina
foram selecionadas de pacientes encaminhados pelos Servicos de Vigilancia
Epidemioldgica e recebidos pelo NAP-IAL. Em nosso estudo, foram escolhidos 50
amostras dentre os 320 casos que entraram no setor com suspeitas de meningite ou

meningococcemia, no periodo de 2009 a 2015.

Os reagentes utilizados para analisar os anticorpos foram: Kit Polimero Conjugado
a Peroxidase (Picture Max HRP Polymer Conjugate Broad Spectrum DAB) da Life
Technologies e o Kit Polimero Conjugado a Fosfatase Alcalina (Hidef) da Cell Marque.

Para as reacfes de imuno-histoquimica, a recuperacdo antigénica no tecido que
estava fixada no formol ocorreu pelo processo utilizando a proteinase K na
concentragdo de 0,1mg/ml (PILERI et al., 1997), utilizando o protocolo de reagéo
abaixo: (ALVES, 1999; SHI et al, 1999)

Figura 6 — Fluxograma do Protocolo da Reagdo de Imuno-histoquimica

I 1- Desparafinizacao e Re-hidratagao

I 2- Recuperagdao Antigénica e Bloqueio da

peroxidase enddgena

5- Etapa de Revelagao com Substrato
Cromogeénico
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1- Desparafinizacdo e Re-hidratacdo: desparafinizacdo em dois banhos de xilol;
re-hidratacdo das secfes em banhos de &lcool em diferentes concentracBes, agua

corrente e destilada;

2- Recuperacdo Antigénica e Bloqueio da Peroxidase Endogena: recuperacao
antigénica, com emprego de digestdo enzimatica (Proteinase K, Sigma) na concentracédo
0,1mg/mL; lavagens em &gua corrente, agua destilada; bloqueio da peroxidase enddgena
com perdxido de hidrogénio por 20 minutos em estufa a 37 °C; lavagens em agua
corrente e agua destilada e solucdo salina tamponada com fosfatos (PBS 10mM, pH
7,4);

3- Incubacdo Anticorpo Primério: incubagdo com anticorpo priméario (anticorpo
policlonal ou monoclonal), em diluicdo previamente determinada, contendo soro
albumina bovina a 1% com azida sodica a 0,1% para bloqueio de ligacdes inespecificas,
a 4 °C em camara Umida, por cerca de 18 horas; ao final deste periodo, lavagens em
PBS;

4- Incubacdo com Reagente Amplificador: incubagdo com reagente amplificador
(polimeros conjugados com anti-imunoglobulinas de camundongo e enzima fosfatase
alcalina), a 37 °C em camara Umida, por 30 minutos; ao final desta etapa, lavagens em
PBS;

5- Etapa de Revelagdo com Substrato Cromogénico: etapa de revelagdo com o
substrato cromogénico Naftol-Fast Red (reacdo positiva sera visualizada pela coloragédo
vermelha); e uma etapa de contra-coloracdo com Hematoxilina; os cortes foram

desidratados e montados para analise.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Para descrever a casuistica, fizemos uma andlise descritiva caracterizando 0s
pacientes por grupos — sexo, sazonalidade, idade, sorogrupo por ano, suspeitas clinicas a

esclarecer e 0s municipios.

De acordo com o levantamento realizado de amostras de dbitos de pacientes com
suspeitas de meningite ou meningococcemia, que entraram no Nucleo de Anatomia
Patoldgica do IAL, no periodo de 2009 a 2015, foram encontrados 320 pacientes, dos

quais selecionamos casos de meningite bacteriana e viral.

Na figura 7 temos a incidéncia da mortalidade por sexo entre a meningite

bacteriana e a meningite viral.

Figura 7 — Incidéncia por sexo da meningite bacteriana (esquerda) e meningite viral
(direita), relacionado ao periodo de 2009 a 2015, dos casos levantados no NAP-IAL.

Sexo - Meningite Bacteriana Sexo - Meningite Viral

m Masculino ® Masculino

® Feminino B Feminino

Podemos observar no grafico a esquerda que dos casos selecionados de meningite
bacteriana, 58% eram do sexo masculino, enquanto que 42% eram do sexo feminino, no
periodo de 2010 a 2015. Em 2009 tivemos um caso que ndo foi realizado o exame
imuno-histoquimico por ndo haver anticorpo padronizado para a técnica. No gréafico a
direita, temos a incidéncia de 50% do sexo masculino e 50% do sexo feminino, nos
casos de meningite viral. Ha uma variagdo muito pequena da incidéncia entre 0s sexos e

entre as meningites.
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De acordo com a sazonalidade, podemos observar a diferenca entre a meningite

bacteriana e a meningite viral na figura 8.

Figura 8 — Incidéncia por sazonalidade da meningite bacteriana (esquerda) e meningite
viral (direita) relacionado ao periodo de 2009 a 2015, dos casos levantados no NAP-
IAL.

Sazonalidade - Meningite Sazonalidade - Meningite Viral
Bacteriana

= Trim1 = Triml
= Trim2 = Trim2
= Trim3 = Trim3
= Trim4 = Trim4

Com relacdo a meningite bacteriana, a prevaléncia da doenga ocorre no segundo e
terceiro trimestres, com 34,85%, equivalendo as estacdes outono e inverno do ano. De
acordo com a literatura, a meningite bacteriana ocorre durante todo o ano,
principalmente no inverno, o que equipara aos nossos resultados (ROSENSTEIN et al.,
2001). J& na meningite viral, observamos que a prevaléncia ocorre no primeiro
trimestre, com 41%, seguido do terceiro trimestre, com 27%. Como a maioria dos casos
eram de dengue e influenza A e HIN1, isto fundamenta a prevaléncia dos nossos

resultados serem nas estag0es verdo e inverno respectivamente.
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Além desses parametros, correlacionamos as idades dos pacientes para visualizar a

distribuicéo pelas meningites bacteriana e viral (figura 9 e 10).

Figura 9 — Distribuicdo por faixa etaria da meningite bacteriana relacionado ao periodo
de 2009 a 2015, dos casos levantados no NAP-IAL.

Distribuicdo por Faixa Etaria - Meningite Bacteriana

4,55% 4,55% 5,30%

5,30% m < lano

m1la2anos
®2a4danos

= 5a 17 anos
m 18a 34 anos
® 35a49 anos
= 50a 64 anos
u > 65 anos

Nao Informado

Figura 10 — Distribuicdo por faixa etaria da meningite viral relacionado ao periodo de
2009 a 2015, dos casos levantados no NAP-1AL.

Distribuicdo por Faixa Etaria - Meningite Viral

m<1ano
m1a2anos

= 2 a4anos

= 5a1l7 anos
= 18a 34 anos
= 35a49 anos
= 50a 64 anos

= > 65 anos

Nao Informado

Referente aos graficos acima, podemos ver na figura 9, a maior incidéncia da
meningite bacteriana esta na faixa etaria de 5 a 17 anos, com 24% dos casos, seguido da
faixa etaria de 18 a 34 anos, com 22% dos casos. As taxas estdo baixas na infancia,

porém aumentam na adolescéncia e nos adultos jovens. De acordo com a literatura, 0s
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casos vém aumentando desde a década de 90 entre os adolescentes, com idades entre 16
e 25 anos (ROSENSTEINS et al., 2001). Com relacéo a figura 10, a faixa etéria de 35 a
49 anos é a mais afetada na meningite viral, com 32% dos casos, seguido da faixa etaria
de 18 a 34 anos, com 28%.

De acordo com os sorogrupos (figura 11), no periodo de 2009 a 2015 dos dados
levantados no NAP-IAL, a prevaléncia por ano é do sorogrupo C, sendo este o
predominante no Brasil, quando comparado com dados epidemioldgicos do pais. O
sorogrupo W vem emergindo nos Gltimos anos no Brasil, enquanto que o sorogrupo B

vem diminuindo a sua incidéncia no pais.

Figura 11 — Prevaléncia dos sorogrupos nos ultimos 6 anos dos dados levantados no
NAP-IAL.

Distribuicao dos Sorogrupos por Ano
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Para a realizacdo do levantamento de dados, amostras de Obitos de pacientes com
suspeitas clinicas de meningite ou meningococcemia, que entraram no NAP-IAL, no
periodo de 2009 a 2015, foram analisadas. Porém, de acordo com a figura 12, outras

suspeitas confrontavam, como influenza A, H1N1, dengue, febre maculosa, entre outras.

Figura 12 — Grafico das suspeitas que confrontavam com a meningite ou a
meningococcemia dos 320 casos levantados no NAP-IAL, no periodo de 2009 a 2015.

Suspeitas

Influenza A 7
Meningite 179
Influenza H1IN1 30
Varicela | 1
Febre Amarela (YF) 10
Febre Maculosa (Rickettsia rickettii) 17
SFIHA 14
Herpes Zoster 2
SRAG 9
Dengue 86
Meningococcemia 61

Hantavirose
Leptospirose

32
44

20 40 60 80 100 120 140 160

180 200
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As amostras que o NAP-IAL recebem néo sdo apenas da cidade de S&o Paulo.
Outras cidades do Estado de Séo Paulo também enviam as suas amostras, uma vez que
o Instituto Adolfo Lutz é uma instituicdo de referéncia nacional e regional. Dos 320
casos, 286 casos vieram do Estado de Sdo Paulo, 18 de Goias, 8 de Pernambuco, 3 do
Espirito Santo, e os Estados de Tocantins, Santa Catarina, Parana, Piaui e Mato Grosso
hd 1 caso de cada estado. A figura 13 mostra os municipios que o NAP-IAL recebe

amostras.

Figura 13 — Gréafico representativo dos diversos municipios do Estado de Sao Paulo e
de outros Estados que o NAP-IAL recebe amostras.

Contagem - Municipios
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1 530 José do Rio Preto/ SP 8 Guarulhos/SP m S0 Paulo/SP 1 Ribeirdo Preto/SP B Osasco/SP

1 Goiania/GO B Americo Brasiliense /SP u Mogi das Cruzes/SP 1 Recife/PE B Santo André/sP

¥ Campinas/SP W Votuporanga/SP B Guaruja/ SP B Piracicaba/SP Presidente Prudente/SP

1 Vinhedo/SP uVitoria/ES Aguas de Linddia/sP Atibaia/sP Catanduva/SP
Indaiatuba/sP Jales/SP Maua/sP Santa Fé do Sul/SP S3oBernardo do Campo/SP

S3o Paulo/sP Taubaté/Sp Municipios com apenas 1 caso

O Laboratério de IHQ, buscando toda a eficiéncia, testou dois anticorpos
monoclonais, sendo desenvolvidos para meningococos no Laboratério de Anticorpos
Monoclonais Antigenos e Adjuvantes. Os dois anticorpos monoclonais foram aplicados
a amostras de cérebro de casos de meningite meningococica, meningite causada por
outras bactérias, meningite de etiologia viral e em tecido cerebral sem alteracOes
patoldgicas.

No presente estudo, todos os blocos e/ou laminas selecionados no NAP-IAL foram
registrados em planilhas, cada caso sendo posteriormente preparadas laminas com
novos cortes histologicos, corados por hematoxilina e eosina e examinados pelos
médicos patologistas. Isto € extremamente importante para a garantia da qualidade do
processo como um todo. A partir da anélise histopatoldgica, as corretas indicacdes e

selecdo do painel de anticorpos pelo patologista, o protocolo de reagbes para aquele
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anticorpo e a interpretacdo das laminas depois da reacdo de IHQ é imprescindivel para o
rastreamento do caso e libera¢do do laudo, ndo restando dividas sobre a confiabilidade
do processo todo.

Outras metodologias podem auxiliar os patologistas na analise dos casos, como por
exemplo o PCR. A metodologia de real-time PCR (RT-PCR) foi introduzida na rotina
do Instituto Adolfo Lutz, no Centro de Imunologia, apds a sua validacdo no ano de
2011, para bactérias causadoras de meningite: Neisseria meningitidis, Streptococcus
pneumoniae e Haemophilus influenzae. Neste trabalho de validacdo, foi demonstrada
uma alta sensibilidade e especificidade quando feito o PCR em liquido
cefalorraquidiano e comparado com culturas de bactérias que o resultado foi negativo.
A alta sensibilidade foi em torno de 90% descrito para as bactérias N. meningitidis e S.
pneumoniae. Com isso, 0 RT-PCR para o diagnostico de bactérias meningocdécicas foi
incorporado a saude publica com sucesso e esta sendo utilizado como comparativo dos
resultados das reacdes de IHQ (SACCHI, 2011).
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Para a futura utilizacdo, foi realizada nos 10 casos selecionados do Nucleo de
Anatomia Patoldgica, uma reagdo de IHQ, de acordo com o protocolo pré-estabelecido,
utilizando os dois anticorpos monoclonais, 0 NM e o NL, e o anticorpo policlonal

contra N. meningitidis. O resultado desta reacao esta contemplado na tabela 2.

Tabela 2 - Avaliacdo comparativa da metodologia de PCR, anticorpos monoclonais NL
e NM, e anticorpos policlonais para os diferentes patégenos analisados, em amostras de
cérebro de obitos do Nucleo de Anatomia Patoldgica do Instituto Adolfo Lutz.

NM NL
n.IHQ PCR 1:5 1:2000 Obs.

1 E43.929 Men C A A IHQ Men poly +

2 E44.423 Men B + + IHQ Men poly +

3 E44.858 Men C 4 4 IHQ Men poly +

4 E45.462 Men C + + IHQ Men poly +

5 E45.808 Men C; neg neg IHQ Men poly neg;

Rickettsia IHQ Rickettsia sp poly +

6 E44.430 Strepto neg neg IHQ Men poly neg
7 E44.436 Strepto neg neg IHQ Men poly neg
8 E45.411 Strepto neg neg IHQ Men poly neg
9 E45.459 Strepto neg neg IHQ Men poly neg
10 E37.861 Rubéola neg neg IHQ Rubéola positivo

Legenda: n. IHQ — nimero da imuno-histoquimica; PCR — reagdo em cadeia da polimerase; NM e NL —
anticorpos monoclonais; Men — anticorpo policlonal para Neisseria meningitidis sorogrupo especifico;
Strepto — Streptococcus pneumoniae.

De acordo com a tabela 2, os dois anticorpos monoclonais apresentaram
positividade na reacdo de IHQ, vista em ambas as laminas e confirmados os resultados,

com os anticorpos policlonais para N. meningitidis e pelo PCR.

Todos os casos analisados apresentavam positividade no PCR para N. meningitidis.
Ter esta metodologia na rotina como comparativo nas reacfes IHQ auxilia os
patologistas, juntamente com o quadro clinico e analise histopatoldgica, apresenta uma

confiabilidade maior para a tomada de decisdes.

Nos casos de N. meningitidis, a marcacdo nas laminas que apresentavam 0s
meningococos pode ser visualizada por meio do cromogeno Naftol-Fast Red, que tém

uma coloracdo vermelha, como visto na figura 14. Esta bactéria tem como estrutura um



56

diplococo, que é facilmente visualizada nos vasos da meninge ou no parénguima
cerebral.

Figura 14 — Avalia¢do da melhor diluigdo dos Anticorpos Monoclonais. Caso E43929,
tecido cerebral empregando-se a técnica de IHQ com anticorpo monoclonal NL nas
diluigdes 1:1000 (A) e 1:2000 (B). Aumento 400 X.
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Figura 15 — Avaliacdo da melhor diluicdo dos Anticorpos Monoclonais. Caso E43929,
tecido cerebral empregando-se a técnica de IHQ com anticorpo monoclonal NM nas
diluicdes 1:2 (A) e 1:5 (B). Aumento 400 X.
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Nas figuras 14 e 15, temos a aplicacdo da técnica de IHQ realizadas no tecido
cerebral para o caso E43929 positivo para N. meningitidis, sorogrupo C, com os dois
anticorpos monoclonais NL e NM. Neste caso, o PCR, o anticorpo policlonal anti-N.
meningitidis e os anticorpos monoclonais obtiveram resultados positivos para N.
meningitidis. Conseguimos comprovar esta positividade por meio das marcagdes em
vermelho, principalmente no vaso cerebral. De acordo com a diluigdo aplicada na

lamina, resulta em diferentes intensidades desta marcagéo.
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Na figura 16, temos o caso E44423, positivo para N. meningitidis, sorogrupo B.
Nele foi realizado a técnica de IHQ com os anticorpos policlonal contra N. meningitidis
na diluicdo 1:10000, os anticorpos monoclonais NL e NM na diluicdo 1:10 e em

paralelo, foi feito 0 PCR para N. meningitidis, sendo positivo em ambos 0s ensaios.

Figura 16 — Avaliacdo da diluicdo 1:10 dos anticorpo NL e NM. Caso E44423
empregando-se a técnica de IHQ no tecido cerebral. Anticorpos policlonal (A e B)
contra N. meningitidis diluicdo 1:10000 e anticorpos monoclonais NL (C) e NM (D).
Aumento 400 X.
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Podemos observar nas imagens que a reagdo com o anticorpo NL (figura 16 - C) na
diluicdo 1:10 ocorreu uma reacdo de fundo escura e coloragdo inespecifica que nos
atrapalhasse na analise do caso. Enquanto que com o anticorpo NM (figura 16- D) na
mesma diluicdo, a reacdo ficou clara, um pouco fraca as marcacles, apesar de
conseguirmos ver uma marcacéo leve dentro do vaso. Resolvemos manter a dilui¢do 1:5
do anticorpo NM e a dilui¢do 1:2000 no anticorpo NL, como testado no caso anterior.
Com relacéo ao anticorpo policlonal, podemos observar que ocorre a mesma reacdo de

fundo inespecifica, apesar da diluicdo ser bem alta do anticorpo. Comparando com o0s
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monoclonais, a coloracdo do policlonal € bem mais intensa o que dificulta na anélise

dos casos na rotina, levando a uma incerteza para a liberagdo de um laudo final.

Na rotina da IHQ, é padronizado o uso da fosfatase alcalina e a revelacdo com o
cromogeno Fast Red nos casos de meningite por Neisseria meningitidis, por ser mais
facil de observar os meningococos em vermelho nos vasos cerebrais, quando realizado o
exame microscopico. Por este motivo, resolvemos comparar outro cromégeno além do

utilizado na rotina.

As coloracbes mais comuns em uma reacdo imunoenzimatica sdo: marrom
(peroxidase + DAB) e rosea (fosfatase alcalina + fast red). Em nossos estudos, além do
cromogeno Fast Red utilizado para a padronizacdo dos anticorpos, foi testado um outro
cromégeno, o diaminobenzidina (DAB) que ao reagir com a peroxidase associada a
estreptoavidina, emite uma coloracdo marrom. Podemos observar na figura 17 uma

reacao IHQ realizada com os dois cromogenos.

Figura 17 — Comparacdo de dois cromdgenos diferentes, no tecido cerebral,
empregando-se a técnica de IHQ no caso E45261, utilizando o anticorpo monoclonal
NL 1:2000, com coloracdes diferentes - rosea - fosfatase alcalina + fast red (A) e
marrom - peroxidase + DAB (B). Aumento 400 X.
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Além dos testes realizados com diferentes diluicdes dos anticorpos monoclonais e
com os dois cromdgenos exemplificados na figura 17, os monoclonais NL e NM foram
testados em controles negativos. Utilizamos como controles casos de Streptococcus
pneumoniae, Rickettsia rickettsii e um caso com diagnostico de Rubéola. Os resultados

estdo contemplados na tabela 2.
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Ndo foi observado marcacdo positiva nos casos de S. pneumoniae, sendo o
resultado negativo. Isto também confirmou o que foi visto nas laminas com o anticorpo

policlonal para N. meningitidis, que também nao teve marcacéo.

Na lamina de Rickettsia rickettsii, o policlonal para Rickettsia foi positivo. Quando
aplicado o anticorpo policlonal contra N. meningitidis e os dois anticorpos monoclonais,
o resultado foi negativo, como observado na tabela 2. O mesmo aconteceu no caso de
rubéola, cujo anticorpo contra Rubéola foi positivo e nos dois monoclonais deram

negativos (Figura 18).

Figura 18 — Utilizacdo dos anticorpos monoclonais em tecido cerebral no caso E37861,
com diagnostico de rubéola. O resultado foi negativo, ndo houve marcacao utilizando
anticorpos monoclonais NL 1:1000 (A) e 1:2000 (B) e NM 1:2 (C) e 1.5 (D)
empregando-se a técnica de IHQ com o cromdgeno Fast Red. Aumento 400 X.
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Isso nos mostrou que, nestes resultados preliminares, os dois anticorpos
monoclonais obtiveram excelentes resultados. Nao houve reatividade cruzada com S.

pneumoniae, Rickettsia rickettsii ou Rubeola.
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As técnicas para diagndsticos laboratoriais para meningites apresentam vantagens e
desvantagens quanto a execucdo e interpretacdo de resultados, custo elevado com a
obtencdo de reagentes e reprodutibilidade. No entanto, a escolha do método deve buscar

sempre a eficiéncia no diagnéstico com elevada confiabilidade de seus resultados.

A técnica de IHQ, por ser um método rapido e efetivo, pode ser utilizada na rotina
em casos no qual inicialmente h& suspeita de doenca meningocécica. Na qual s&o
utilizadas amostras de tecido humano, principalmente de cérebros, que auxiliam no
diagnostico e no estudo dos mecanismos patogénicos da bactéria.

Ensaios IHQ possibilitam a deteccdo das bactérias e de seus antigenos, mantendo as
caracteristicas morfoldgicas do tecido. No caso da bactéria N. meningitidis, encontrada
exclusivamente nos tecidos humanos, a técnica de imuno-histoquimica é utilizada para
melhor compreender a doengca meningococica, auxiliando na validacdo do que se tém
observado em estudos in vitro. (ROSENSTEIN, 2001)

A anélise IHQ feita em amostras de tecido fixados em formol e emblocados em
parafina oferecem vérias vantagens, incluindo um diagndstico especifico para N.
meningitidis, preservacdo das caracteristicas morfologicas do tecido (que permite a
localizacdo dos meningococos em células especificas) (GUARNER, 2004), registro
permanente por meio das laminas e reducdo do risco biologico para o pessoal de
laboratdrio que trabalham com material parafinado (ALVES, 1999).

A técnica de IHQ utiliza anticorpos para identificar a localizacdo de antigenos em
células e tecidos, assim se tornou uma das ferramentas mais poderosas para a biologia
celular. A potencialidade do emprego de anticorpos monoclonais de especificidade
muito bem definida em ensaios diagnosticos é enorme (GRIFFITHS; LUCOCQ, 2014).

Apbs a padronizacdo em 10 casos, utilizamos um numero maior de amostras com
objetivo de comprovar a eficiéncia e sensibilidade dos dois anticorpos monoclonais na
reacdo de imuno-histoquimica. A tabela 3 contempla todos os 50 casos que foram
realizados 0s ensaios imuno-histoquimicos, com o numero da lamina do paciente, 0
sexo, a idade do paciente, 0 municipio que a amostra veio, os dois anticorpos utilizados

e por ultimo, o agente etioldgico que foi encontrado na amostra.
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Tabela 3 — Reatividade dos anticorpos monoclonais NL e NM contra N. meningitidis no
ensaio imuno-histoquimico para cada caso selecionado.

CASOS SEXO IDADE MUNICIPIO PCR ANTICORPO  ANTICORPO
NL 1:2000 NM 1:5

2 E43096 M 30A S&o Caetano do Sul N. meningitidis + +

4  EA43929 M 30A Penapolis N. meningitidis + +

6 E44437 M 19A Séo Paulo N. meningitidis + +

8 E45404 F 46 A Ribeirdo Preto N. meningitidis + +

10 E45808 M 24 A Presidente Prudente N. meningitidis + +

12 E47294 M 02 A Ribeirdo Preto N. meningitidis + +

14  EA47537 M 32A Campo Grande N. meningitidis + +

16 E47702 M 19A Séo Paulo N. meningitidis + +

18 E47712 M 14 A Sédo José do Rio Preto N. meningitidis + +

20 E43742 F 21A Diadema Neg p/ N. Neg Neg
meningitidis

22  E47429 F 20 A Guarulhos Neg p/ N. Neg Neg
meningitidis

24  E47637 F 12A Osasco Neg p/ N. Neg Neg
meningitidis

26  E47783 M 61 A Taubaté Neg p/ N. Neg Neg
meningitidis




28 E44436 M 03 A Séao Paulo S. pneumoniae Neg Neg

30 E46255 F 30A Mogi das Cruzes S. pneumoniae Neg Neg

32 E47464 M 17A Séo José do Rio Preto S. pneumoniae Neg Neg

34  E47682 F 64 A Ribeirdo Preto S. pneumoniae Neg Neg

36 E47852 M 45 A Ribeirdo Preto S. pneumoniae Neg Neg

38 E45054 M 08 m Guarulhos H. influenzae Neg Neg

40 E47475 M 50 A Jundiai Néo realizado Neg Neg
Rickettsia
rickettsii

42  E47684 M 44 A Indaiatuba N&o realizado Neg Neg
Rickettsia
rickettsii

44  E44614 F 02A Américo Brasiliense Nao realizado Neg Neg
Influenza A

46  E44663 M 20 A Ribeirdo Preto Néo realizado Neg Neg
Dengue

48  E44842 F 46 A S&o Paulo Ndo realizado Neg Neg
Dengue

50 EA47573 F 36A Aguas de Linddia Néo realizado Neg Neg
Cryptococcus sp
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Legenda: n. E — nimero da imuno-histoquimica; Sexo — M: masculino e F: feminino; Idade - A: anos e
m: meses; Anticorpos NM e NL — anticorpos monoclonais; Neg: negativo; + : positivo; N. meningitidis -
Neisseria meningitidis; S. pneumoniae - Streptococcus pneumoniae; H. influenzae — Haemophilus

influenzae; Neg p/ N. meningitidis — PCR negativo para Neisseria meningitidis.
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Como visto na tabela 3, hd uma homologia entre os resultados. Porém, além da
reacdo de imuno-histoquimica, de acordo com a literatura, as meningites possuem um
predominio celular que auxilia no diagndstico histopatologico das amostras. Na tabela
4, apresentamos 0s tipos celulares comparativamente que aparecem nas meningites
bacterianas e virais (FOCHESATTO, 2013).

Tabela 4 — Anélise do predominio celular das meningites bacteriana e viral, baseados na
literatura de Fochesatto, 2013.

MENINGITE CELULAS PREDOMINIO CELULAR
MENINGITE BACTERIANA AGUDA  NEUTROFILOS POLIMORFONUCLEARES
MENINGITE BACTERIANA LINFOCITOS, POLIMORFONUCLEARES
PURULENTA NEUTROFILOS E

MONOCITOS
MENINGITE VIRAL LINFOCITOS MONONUCLEARES

Para correlacionar o predominio celular dos achados histopaldgicos das amostras
com a literatura, analisamos especificamente 22 casos do estudo, de diferentes

patdgenos, com seus respectivos predominios celulares e contemplamos na tabela 5.

Tabela 5 — Andlise do predominio celular dos casos selecionados do levantamento feito
no NAP-IAL.

CASOS PREDOMINIO CELULAR AGENTES ETIOLOGICOS
1 E44663 INFILTRADO LINFOMONONUCLEAR Dengue
2 E44782 INFILTRADO LINFOMONONUCLEAR Dengue
3 E45054 AGREGADOS LEUCOCITARIOS H. influenzae
4  E45462 INFILTRADO LINFOHISTIOCITARIO N. meningitidis
5 E46255 INFILTRADO LINFOMONONUCLEAR S. pneumoniae
6 [E46728 AGREGADOS LEUCOCITARIOS Varicela
7 E47021 AGREGADOS LEUCOCITARIOS H. influenzae
8 [E47149  AGREGADOS LEUCOCITARIOS N. meningitidis
9 E47294 INFILTRADO LINFOMONONUCLEAR N. meningitidis
10 EA47429  AGREGADOS LEUCOCITARIOS S. pneumoniae
11 E47464 AGREGADOS LEUCOCITARIOS S. pneumoniae
12 E47472 INFILTRADO LINFOMONONUCLEAR NEG. N. meningitidis
13 E47542  AGREGADOS LEUCOCITARIOS S. pneumoniae
14 EA7573 INFILTRADO LINFOMONONUCLEAR Cryptococcus sp
15 E47682 INFILTRADO LINFOMONONUCLEAR S. pneumoniae
16 E47683  AGREGADOS LEUCOCITARIOS Rickettsia rickettsii
17 E47699  AGREGADOS LEUCOCITARIOS N. meningitidis
18 E47711  AGREGADOS LEUCOCITARIOS N. meningitidis
19 E47712 INFILTRADO LINFOMONONUCLEAR N. meningitidis
20 EA7768 INFILTRADO LINFOCITARIO Rickettsia rickettsii
21 EA47783 INFILTRADO COM MACROFAGOS NEG. N. meningitidis
22 E47852 INFILTRADO LINFOMONONUCLEAR S. pneumoniae
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Para verificar se 0s epitopos reconhecidos pelos anticorpos monoclonais podiam ser
detectados no tecido cerebral de amostras de autOpsia suspeitas de meningite ou

meningococcemia, foram feitas analises imuno-histoquimicas.

As figuras abaixo contribuem para a caracterizacdo dos anticorpos monoclonais
como marcadores diferenciais. Por microscopia, no aumento de 40x, 0s casos abaixo
foram fotografados para ilustrar as reagdes de IHQ no tecido cerebral dos casos
selecionados para andlise. De acordo com a padronizacdo feita, os dois anticorpos
monoclonais mostraram ser adequados para serem empregados em analises imuno-

histoquimicas.

O caso E47434, positivo no PCR para N. meningitidis, sorogrupo C, foi realizado
varias coloragdes para a analise do caso: coloracdo de hematoxilina e eosina na meninge
(figura 19 - A); coloracdo de Gram nos vasos do cérebro (figura 19 - B) e imuno-
histoquimica para o anticorpo policlonal e os dois anticorpos monoclonais (NL e NM)

em dois cromogenos diferentes — Fast Red e DAB (figuras 20 e 21).
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Figura 19 — Andlise do caso E47434 pela coloragdo de Hematoxilina-eosina na
meninge (A) e coloracdo de Gram nos vasos (B). Aumento 400 X.
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Figura 20 — Analise do caso E47434 empregando-se a técnica de IHQ utilizando
anticorpos policlonal contra N. meningitidis (A), monoclonais NL (B) e NM (C) com o
uso do cromdgeno Fast Red. Aumento 400 X.
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Figura 21 - Analise do caso E47434 empregando-se a técnica de IHQ utilizando
anticorpos policlonal contra N. meningitidis (A), monoclonais NL (B) e NM (C) com o
uso do cromdgeno DAB, que resulta em uma marcagdo marrom. Aumento 400 X.
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Como podemos observar nas imagens acima, a reacdo de IHQ com o anticorpo
policlonal ndo resulta em uma reacdo de facil visualiza¢do, causa duvidas quando
aplicado na rotina, uma vez que houve uma reacao inespecifica com o cromogeno Fast
Red no tecido cerebral (figura 20 — A). Com os anticorpos monoclonais, podemos ver
marcacdes positivas no vaso cerebral, como mostra a figura 20 - B e C.

A reacdo entre antigeno e anticorpo ndo é visivel ao microscopio. E necessario
utilizar um marcador. Na reacdo de IHQ sdo utilizadas enzimas para auxiliar na
visualizacdo, entre elas, a peroxidase e a fosfatase alcalina. Cada enzima tem seus
substratos especificos e cromogenos para produzir uma coloragdo precipitante. A
escolha da enzima e do cromdgeno ira depender de alguns fatores, como por exemplo, a
localizacdo do antigeno, a presenca ou auséncia de pigmentos endégenos e a intensidade
da reacdo (RAMOS-VARA, 2005).

Mas também tém a questdo de preferéncia e facilidade de visualizacdo pelos
patologistas. Muitos laboratérios preferem trabalhar com a peroxidase, mas a fosfatase
alcalina também é um marcador muito valioso.

Para a peroxidase, o tetracloreto de diaminobenzidina (DAB) é o cromdgeno mais
comumente usado, e na presenca de perdxido de hidrogénio e peroxidase, forma um
polimero de coloracdo marrom, precipitando no local no qual se encontra a peroxidase.
No entanto, se durante a reacdo IHQ, ndo houver o bloqueio da peroxidase endégena
com perédxido de hidrogénio, havera a formacdo de precipitado marrom no qual se
encontra a peroxidase (RAMOS-VARA, 2005). A utilizacdo da fosfatase alcalina torna
0 método mais sensivel do que métodos utilizando a peroxidase, sem falar da
visualizacdo, que dependendo do patdgeno, a utilizacdo da peroxidase torna a analise
mais dificil para os patologistas.

Por isso, no Laboratério de Imuno-histoquimica do Centro de Patologia do Instituto
Adolfo Lutz, foi padronizado a utilizacdo da fosfatase alcalina com o cromogeno Fast
Red para identificacdo rapida dos meningococos nos tecidos cerebrais.
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Figura 22 — Analise da reacdo IHQ no cérebro do caso E47699 comparando 0s
anticorpos NL (A) e NM (B) utilizando o cromogeno Fast Red e NL (C) e NM (D)
utilizando o cromogeno DAB. Aumento 400 X.

|

A | B

Figura 23 — Andlise da reacdo de IHQ no pulmdo do caso E47699 utilizando os
anticorpos monoclonais NL 1:2000 (A) e NM 1:5 (B) utilizando o cromdgeno Fast Red,
que resulta em uma marcacdo résea. Aumento 400 X.
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Figura 24 — Andlise da Coloragdo de Gram no caso E47699 positivo para N.
meningitidis, realizado no cérebro (A) e no pulméo (B). Aumento 400 X.
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As figuras 22, 23 e 24 se referem ao caso E47699, positivo no PCR para N.
meningitidis sorogrupo B. Foram testados os anticorpos NL e NM em dois cromdgenos
em amostras de cérebro para ver a diferenca da sensibilidade na reacdo de imuno-
histoquimica, o cromégeno DAB e o Fast Red (figura 22). Além disso, foram utilizados
0s monoclonais no tecido do pulméo (figura 23) e foi confirmada a positividade no
caso, houve reatividade nos dois anticorpos monoclonais. Neste caso, também foi
realizado nos tecidos do cérebro e do pulméo a coloracdo de Gram (figura 24), para
comparar com a IHQ quanto a sensibilidade das técnicas para a bactéria N. meningitidis.

Na literatura é bem caracterizado as diferencas entre os dois tipos de anticorpos
policlonal e monoclonal, o primeiro reconhecido pelos seus multiplos epitopos de um
mesmo antigeno, enquanto que o monoclonal tem reatividade para um unico epitopo do

antigeno, resultando em alta especificidade e afinidade. (ABBAS, 2015)

Ambos, os anticorpos policlonais e monoclonais sdo amplamente utilizados na
imuno-histoquimica e em geral, 0 uso dos anticorpos policlonais neste ensaio € bem
sucedida. Porém é possivel haver reatividade cruzada, ou seja, um anticorpo ou uma
populacédo de anticorpos podem se ligar aos epitopos de outros antigenos. A reatividade
cruzada ocorre muitas vezes por baixa especificidade do anticorpo, ou pela semelhanca
de epitopos pertencentes a antigenos distintos (RAMOS-VARA, 2005).

Os anticorpos policlonais sdo derivados de uma familia de células B e reconhecem
diversos epitopos diferentes na mesma proteina. As células B podem ser classificadas

em clones individuais, cada uma derivada de uma unica célula que segrega anticorpos
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idénticos. Quando o anticorpo é feito por um unico clone, ele é referido como um
anticorpo monoclonal. Quando é usado uma mistura de clones, como é o caso dos anti-
soros, 0 anticorpo é um policlonal. (ABBAS, 2015). Com isso, um anticorpo policlonal
anti-N. meningitidis podera se ligar a diversos epitopos enquanto que 0s anticorpos
monoclonais NL e NM do estudo séo derivados de um unico clone de célula B, sendo
especificos para um Unico epitopo.

Uma vantagem da utilizacdo dos monoclonais é que estes identificam epitopos que
ocorrem somente em casos de meningite por N. meningitidis, sem apresentar reatividade
cruzada com meningites causadas por outra bactéria ou de origem viral, 0 que gera um
valor epidemioldgico significante. Além disso, apresentam qualidade no diagnostico em
termos de especificidade dos epitopos reconhecidos. A meningite viral normalmente é
benigna e com um bom prognostico, caracterizada apenas por um quadro clinico de
alteracdo neuroldgica. Os casos podem ser isolados ou encontrados como surtos e
atingem individuos de todas as idades. Ja as meningites bacterianas, em especial a
meningocédcica, causam um temor na populacdo, uma vez que é mais agressiva, com
evolucdo rapida, podendo causar a morte ou deixar sequelas irreversiveis, possui carater
epidémico.

A coloracdo de Gram também pode ser considerada um método auxiliar nas
andlises, consiste em tratamento tintorial utilizado para triagem ou diagndstico e
dependendo do caso, até mesmo confirmatério. O método € utilizado na maioria das
infeccdes bacterianas, permitindo a diferenciacdo de bactérias Gram positivas de Gram
negativas pela diferenciacdo nas paredes celulares. Esta coloracdo permite que as
bactérias figuem coradas em tonalidades diferentes, se mostrando uma ferramenta de
grande importancia no isolamento e identificacdo no material clinico (MICHALANY,
1998).

Em nossos estudos observamos ser uma técnica simples e rapida que permite o
diagnostico dependendo da carga bacteriana presente nos diferentes tecidos da amostra,
se alta, a utilizagdo do Gram juntamente com o PCR seria suficiente para a conclusao e
liberacdo de um laudo. No entanto, sabemos que nem sempre isso € possivel,
considerando que esta técnica € menos sensivel em amostras com menos carga

bacteriana quando comparada com a técnica IHQ utilizada neste trabalho.
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Ha um caso que foi feito a reacdo de IHQ e ao exame microsépico pudemos
observar uma reacdo mais fraca, com pouca marcacao, as células e os vasos do cérebro
ndo estdo bem definidos, dificultando a liberagdo de um resultado preciso, apesar deste

caso ter o PCR positivo como exame complementar (figura 25).

Figura 25 — Analise da reacdo IHQ no cérebro do caso E47149 utilizando os anticorpos
NL (A) e NM (B) com o cromogeno Fast Red. Aumento 400 X.
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Como controle negativo do estudo, utilizamos casos que foram selecionados no
levantamento com suspeitas de meningite e meningococcemia. No entanto, o desfecho
do caso foi para outra doencga, como por exemplo, febre maculosa (Rickettsia rickettsii),
dengue, influenza A, ou outros patdgenos que causam meningite, sem ser N.
meningitidis, como Streptococcus pneumoniae e Haemophilus influenzae. Neste
cenario, foram realizados ensaios imuno-histoquimicos para todos 0s casos citados

acima.
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A figura 26 exemplifica o caso E45054, o qual foi realizado imuno-histoquimica
para todos os anticorpos contra N. meningitidis, em todas as laminas analisadas néo
observou-se marcacOes, o que levou a conclusdo que ndo era o referido agente

etioldgico, confirmado pelo exame de PCR, positivo para Haemophilus influenzae.

Figura 26 — Analise do caso controle E45054 positivo para Haemophilus influenzae —
coloragédo H&E (A) e anticorpos policlonal (B), NL (C) e NM (D), o qual ndo observou-
se marcac0es utilizando o cromdgeno Fast Red. Aumento 400 X.
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Outro caso controle foi utilizado testando os anticorpos monoclonais - caso E44614
refere-se a Influenza A, confirmado por imuno-histoquimica utilizando anticorpo
policlonal. Na figura 27, tem-se o caso com o0 anticorpo policlonal contra N.
meningitidis e os dois anticorpos monoclonais, NL e NM. O mesmo foi feito com o caso
E44782 (figura 28), o qual foi confirmado o virus da dengue pelo anticorpo policlonal

na reacdo de Imuno-histoquimica.

Figura 27 - Analise do caso controle E44614 positivo para Influenza A - utilizando
anticorpo policlonal contra N. meningitidis (A), e os dois anticorpos monoclonais NL
(B) e NM (C), o qual ndo observou-se marcagcfes utilizando o cromégeno DAB,
empregando-se a técnica de IHQ. Aumento 400 X.

¢

A : 1B C

Figura 28 - Analise do caso controle E44782 positivo para Dengue - 0s dois anticorpos
monoclonais NL (A) e NM (B), utilizando o cromdgeno DAB, empregando-se a técnica
de IHQ. Aumento 400 X.
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Nos casos controles negativos do estudo, pudemos verificar que ndo houve
reatividade nas figuras representadas acima. Observamos as laminas limpas, sem

marcacOes, quando realizado a reacdo de imuno-histoquimica com os anticorpos anti-N.
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meningitidis, diferente do que pudemos observar nas laminas positivas para o
meningococo. Houve marcagdo dos cocos nos vasos do cérebro e na meninge, bem
como no pulméo (figura 23). Os anticorpos monoclonais demonstraram reatividade nas
amostras de casos cujo diagnéstico de meningite meningococica foi confirmado por
PCR.

O objetivo da padronizacdo da técnica de IHQ para N.meningitidis utilizando
anticorpos monoclonais de reatividade cruzada entre os diferentes sorogrupos, sorotipos
e subtipos é estabelecer um protocolo que serd validado para a implantacdo e um

método mais eficiente e rapido.

Podemos dizer que neste estudo, com utilizacdo da técnica em laboratorio, o
anticorpo monoclonal foi promissor na reacdo de IHQ, quando comparado ao anticorpo
policlonal. A vantagem de se utilizar os anticorpos monoclonais estd na reducdo da

reacao de fundo inespecifica como ocorre com o uso dos anticorpos policlonais.

Como citado anteriormente, os anticorpos monoclonais apresentaram reatividade
com antigenos de Neisseria meningitidis em tecidos cerebrais, podendo ser utilizados
como importante ferramenta diagndstica no esclarecimento de bidpsias e autopsias
humanas, submetidas ao exame histopatolégico. Sendo assim a producéo e utilizacao de
anticorpos monoclonais pode ser um passo importante para a auto-suficiéncia dos

laboratérios publicos, com alto valor agregado para a saude publica com um todo.
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5 CONCLUSAO

O meningococo é o Unico agente bacteriano causador de meningite que pode causar
surtos no Brasil e no Estado de Sdo Paulo, o que nos leva a um alerta permanente contra
a doenca. A susceptibilidade a aquisi¢do da doenca € universal, tornando o individuo em
qualquer idade, exposto a bactéria, seja na sua casa, no ambiente de trabalho, em
viagens de negdcios ou a lazer. Com isso, 0s avancos no diagnostico séo

imprescindiveis, principalmente nos servicos publicos de salde.

De um modo geral, os resultados apresentados neste estudo mostram que a IHQ
com o0s anticorpos monoclonais representa uma alternativa viavel no diagnostico
qguando comparado a outros meétodos hoje disponiveis em nosso meio. Os anticorpos
monoclonais do estudo demonstraram uma aplicabilidade imediata na imuno-
histoquimica, como uma importante ferramenta diagnostica na elucidacdo de bidpsias e
autopsias humanas quando submetidas ao exame histopatoldgico e na identificacdo
rapida dos meningococos nos tecidos cerebrais. O desempenho dos anticorpos
monoclonais neste estudo nos mostrou superior ao desempenho do anticorpo policlonal
utilizado na rotina contra N. meningitidis, comprovando sua maior eficicia em termos
de diagndstico. Outras técnicas foram utilizadas e comprovaram a confiabilidade da
combinacéo da reacdo de IHQ com o uso de anticorpos monoclonais.

O mercado dessas importantes biomoléculas, anticorpos, vem crescendo de forma
gradativa. Por esse motivo, estudos que buscam a producdo dessas moléculas de alto
valor agregado sdo de fundamental importancia em nosso pais, reduzindo a dependéncia
de processos de importacdo para obtencdo destes insumos e melhorando a qualidade de

nossa saude publica.
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ANEXO A - APROVACAO DO CONSELHO TECNICO
CIENTIFICO DO INSTITUTO ADOLFO LUTZ

SECRETARIA DE ESTADO DA SAUDE
COORDENADORIA DE CONTROLE DE DOENGAS c\
INSTITUTO ADOLFO LUTZ
CONSELHO TECNICO CIENTIFICO - CTC | IAL

Consaine Thenion

-S30 Paulo, 25 de junho de 2013

Projeto: CTC 17 £/2013

Avaliagdo de dois anticorpos monoclonals em estudo histopatolégico e Imuneo-histoquimico para
meningites.

Coordenador: Dra. Elizabeth N de Gaspari

~

Prezado Diretor Geral,

Encaminho o projeto citado acima, e o parecer final do CTC para avaliagiio da Diretoria
Geral. De acordo com o fluxograma de avaliagio dos projetos de pesquisa solicito que o mesmo
seja devolvido ao CTC para os devidos encaminhamentos.

O projeto tem por objetivo avaliar dois hibridomas murinos secretores de anticorpos
monoclonais contra antigenos de Neisserfa meningitidis. Com a padronizacio das reacdes
pretende-se estabelecer protocolo. visando 3 Implantagdio do diagnéstico histopatolégico da
meningite meningococica. O projeto tem a aprovagdo dos Diretores dos Centros de Imunologia e
de Patologia, parceiros no estudo.

A coordenadora apresenta orgamento estimado em RS 64.000,00, a ser financiado pelo
CNPq (Chamada Universal/2013).

O projeto foi avaliado e aprovado quanto ao'Mérito Cientifico pelo CTC.

Atenciosamente, '
P4

,/'
MARIA DO CARMO SAM/PAIO TAVARES TIMENETSKY
PRESIDENTE DO CTC/IAL

RG: 6.553.735X
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ANEXO B — APLICABILIDADE DOS ANTICORPOS MONOCLONAIS
ANTI-NEISSERRIA MENINGITIDIS EM IMUNO-HISTOQUIMICA

SECRETARIA DE ESTADO DA SAUDE
COORDENADORIA DE CONTROLE DE DOENGAS
_ INSTITUTO ADOLFO LUTZ
NUCLEO DE ANATOMIA PATOLOGICA

Aplicabilidade de Anticorpos Monoclonais anti-Neisseria meningitidis
em Imuno-histoquimica

A técnica imuno-histoquimica (IHQ) para diagnéstico de meningites por Neisseria
em casos dé 6bito, com emprego de anticorpos policlonais, tem sido usada no Centro de
Patologia do Instituto Adolfo Lutz (IAL) desde 2011, com relativo sucesso, tanto em
amostras teciduais de cérebro como de supra-renal. O uso de anticorpos policlonais traz
alguns problemas diagnésticos na interpretagdo da reag#o, principalmente reagdo de
“fundo” inespecifica (background), levando a casos falso-positivos.

O uso de anticorpos monoclonais em IHQ é um avango na qualidade das reagdes,
pois, em se tratando de anticorpos desenvolvidos para epitopos especificos, ha a redugao
de resultados falso-positivos.

A partr de 2013, passamos a testar os anticorpos monoclonais para
N.meningitidis, denominados “NM" (sobrenadante) e “NL" (ascite), concomitantemente
com o policlonal anteriormente em uso, em amostras de casos com suspeita de 6bito por
meningite e reagdo de PCR com resultado positivo para N.meningitidis. Obtivemos muito
bons resultados na reagdo, com a redugdo da reagdo inespecifica de fundo,
especialmente com o anticorpo “NM”". Até o presente, foram testados em 45 casos de
Obitos.

Em analise comparativa dos dois anticorpos monoclonais, “NM” e “NL", o primeiro
(“NM") mostrou melhor desempenho, produzindo reag&o mais limpa e mais nitida. O
anticorpo “NL" produziu reag&o mais “fraca e borrada”, o que causa duvidas na leitura da
reagao.

Quando comparados os desempenhos dos anticorpos policlonais € monoclonais,
estes ultimos se mostraram superiores com maior indice de positividade.

B - BaPeund A Wamyu«&
Dra. Silvia D'Andretta Iglezias Cristina Takami Kanamura

Médica patologista PqC - Lab. Imuno-histoquimica
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