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RESUMO
Para avaliar a eficiéncia da histoquimica com lectinas no mapeamento do perfil de

carboidratos do sistema verme-granuloma e vasos sanguineos em epididimo e funiculo
espermatico de pacientes infectados com Wuchereria bancrofti foram utilizadas lectinas
conjugadas a peroxidase (Concanavalina A, Con A; lectina de germe de trigo, WGA;
Lotus tetragonolobus agglutinin, LTA; peanut agglutinin, PNA; Ulex europeus |, UEA
). Os resultados demonstraram que as lectinas utilizadas reconheceram de forma
diferenciada o verme, o granuloma e os vasos linfaticos e sanguineos nos tecidos
estudados. UEA | marcou de forma intensa o verme e o granuloma filariais bem como o
epitélio dos vasos linfaticos e sanguineos no epididimo. No funiculo espermatico a UEA
reconheceu apenas carboidratos no verme. A WGA apresentou, no epididimo, uma
marcacdo moderada dos vermes e granulomas, marcando fracamente 0s vasos
sanguineos ao passo que no funiculo espermaticoo verme foi moderadamente marcado
enguanto que o granuloma e os vasos foram fracamente marcados. Epididimos
marcados com LTA apresentaram marcacdo de moderada-intensa do verme e o
granuloma, ndo reconhecendo o epitélio dos vasos sanguineos e linfaticos. Esta mesma
lectina marcou fracamente o verme no funiculo espermatico. Con A marcou fraca
apenas o0 verme, tanto no epididimo quanto no funiculo espermaético. Apenas o
granuloma no epididimo foi marcado fracamente pela PNA que ndo reconheceu
nenhuma estrutura no funiculo espermatico. Os resultados da histoquimica com lectinas
evidenciam o perfil de carboidratos do verme e estruturas histolégicas do epididimo e
funiculo espermatico humanos de maneira diferenciada apresentado estas proteinas
como sondas auxiliares especificas quanto ao diagnosticados com filariose bancroftiana.

Palavras-chave: histoquimica, Whuchereria bancrofti, lectina, epidimo, funiculo
espermatico.
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ABSTRACT

Lectin histochemistry was used to screen the carbohydrate profile of worm-granuloma
system in epididimus and spermatic cords of patients infected with Wuchereria
bancrofti. Concanavalina A (Con A), wheat germ agglutining (WGA), Lotus
tetragonolobus agglutinin (LTA), peanut agglutinin (PNA) and Ulex europeus |
agglutinin, conjugated to peroxidase were used. Lectins used recognized differentially
worms, granuloma and lymphatic and blood vessels. UEA | intensely stained the worm-
granuloma system as well as the epithelial cells os both vessels in epididimus. In
spermatic cord only worms were recognized by UEA |. WGA stained moderately
worms and granulomas in epididimus while vessels were weakly stained. All structures
studied were weakly stained in spermatic cord but the worm which was moderately
stained by WGA. Epididimus evaluated with LTA presented a moderate-intense
staining for worm-granuloma system and no-stainig to epethelial cells of vessels. The
same lectin stained weakly worms in spermatic cord. Con A recognized only worms in
both tissues studied. Granulomas were stained by PNA in epididimus. Lectin
histochemistry results evidenced the saccharide profile of worms and histologic
structures in human epididimus and spermatic cord showing to be good differentially
probes to bancroftian filariasis.

Key-word: histochemistry, Wuchereria bancrofti, lectins, epididimus, spermatic cord
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1 REVISAO DA LITERATURA

1.1 Filariose

A filariose linfatica € causada por trés espécies de nematddeos: Wuchereria
bancrofti, Brugia malayi e Brugia timori (DREYER & NOROES, 2005).

A W. bancrofti tem a maior distribuicdo mundial, estimando-se cerca de 120
milhdes de pessoas distribuidas em 75 paises de diferentes continentes (DREYER &
NOROES, 2005; REDA et al., 2006).

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (WHO, 2005) cerca de 2 bilhdes de
pessoas, que vivem em areas tropicais (Figura 1), estdo em risco de infecgdo, tornando-
se, desta forma, a patologia mais importante do ponto de vista epidemioldgico.
Aproximadamente 27 milhdes de homens desenvolvem doenga genital, acompanhada de
deformacéo, em funcdo de bancroftose, ao passo que em mulheres é raro (RICHENS,
2004).

No nordeste brasileiro, a regido metropolitana do Recife é historicamente
reconhecida como uma area endémica para a filariose bancroftiana, onde os municipios
de Olinda e Jaboatdo dos Guararapes apresentam taxas de microfilaremia variando de 2
a 15% em setores populacionais de baixos niveis econémicos (DREYER E NOROES,
2000, CAVALCANTI et al., 1999).

Nos ultimos anos a filariose linfatica tem surgido como um problema crescente
em saude publica em varias partes do mundo (DREYER et al., 2005; WHO, 2005). A
Organizacdo Mundial de Saude (World Health Organization-WHQO) vem tragando
estratégias para eliminacdo da filariose linfatica com a iniciativa de elaboragdo de

planos nacionais de administracdo de drogas filaricidas estabilizando a distribuicéo
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destas em tempos regulares bem como o mapeamento do quadro de areas endémicas em
todo o mundo (KHALFAN et al., 2006).

A debilitacdo fisica e o0 estigma social associado a filariose linfatica tém sido
considerados como a segunda causa mundial de incapacidade para exercer atividades no
trabalho (WHO, 2004).

Nas &reas onde a doenca é endémica, a prevaléncia de infeccdo aumenta
continuamente. Isso ocorre, principalmente pelo crescimento rapido e desordenado dos
centros urbanos e pela criagédo de condigdes ideais para a multiplicacdo dos focos de
mosquitos transmissores da doenga, assim a bancroftose é observada como uma doenca

reemergente (DREYER et al., 2005).

e,
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Figura 1: Distribuicdo mundial da filariose bancroftiana
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Culex quinquefasciatus (Figura 2a) é um dos mosquitos vetores da Wuchereria
bancrofti (Figura 2b), agente etiolégico da filariose linfatica em humanos (SANTOS et
al., 2006). Parte do ciclo de vida das microfilarias é desenvolvida no interior destes
mosquitos até o estagio de larva infectante (L3). No homem, a infecgdo inicia-se atraves
da deposicdo das microfilarias larvas na pele, passam para os vasos linfaticos podendo
se alojar no sistema linfatico ou linfonodos transformam-se em vermes adultos, e ap6s
sete ou oito meses as fémeas gravidas produzem as primeiras microfilarias, estas, ficam

acessiveis aos mosquitos, quando realizam um novo repasto sanguineo (DREYER et al.,

2005).

Figura 2a: Mosquito vetor Culex Figura 2b: Microfilaria Wulchereria
quinquefasciatus bancrofti

Pacientes infectados com W. brancofti podem apresentar-se com manifestagdes
exudativas, infiltrados e lesbes granulomatosas (JUNGMAN et al., 1991). As
microfilaria presentes na pele (membros, escroto e pénis) danificam as funcdes
linfaticas e predispdem as infec¢des bacterianas secundarias que sdo consideradas como
cofator essencial no desenvolvimento do linfedema podendo progredir para elefantiase.

(DREYER et al., 2000).
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A bancroftose pode apresentar reacdes indiretamente relacionadas com o verme
como a formacdo de microabcessos nos linfonodos, granulomas epitelidides
ocasionalmente ao redor da &rea necroética, resposta granulomatosa, infiltrado
linfocitério difuso, eosinofilos, exudacao neutrofilica. A reacdo diretamente relacionada
com os vermes, em geral a resposta granulomatosa € dominada por macréfagos,
linfocitos e eosindfilos com proliferacdo fibroblastica inversamente proporcional aos
componentes inflamatorios celulares comumente associados com a calcificacdo do
verme em conseqliéncia do tratamento com doses de medicamentos como
Dietilcarbamazina (DEC) (JUNGMANN et al., 1991; FIGUEREDO et al., 1996).

A filariose ainda causa comprometimento extralinfatico, ao contrario do que
ocorre na doenca linfatica, as manifestacdes extralinfaticas, ndo sdo causadas pelos
vermes adultos e sim pelas microfilarias. Uma dessas manifestacdes € a formacdo de
granulomas microfilariais que tém sido encontrados, preferencialmente, no epididimo,
baco, funiculo espermatico, em outros 6rgdos (JUNGMANN et al., 1991).

A apresentacdo clinica da filariose bancroftiana é bastante diversificada,
variando desde as forma assintomaticas e sintomaticas agudas até as formas cronicas. A
doenga pode acometer homens e mulheres, atingindo diferentes partes do organismo,
como os membros inferiores (Figura 3a), as mamas (Figura 3b), membros superiores
(Figura 3c), regido escrotal, o pénis e raramente a vulva. No homem, o ambiente mais
propicio para o desenvolvimento da doenca e a regido do sistema urogenital. Na mulher,
a elefantiase, a mais desfigurante dentre todas as manifestacdes cronicas, localiza-se
predominantemente nos membros inferiores. (DREYER et al, 2000)

Diversos estudos tém relacionado a vulnerabilidade do sistema urogenital

masculino diante da bancroftose (NOROES et al., 2003). Deformidade da pele do
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escroto pode ocorrer em homens especificamente no funiculo espermatico que é
considerado um ambiente favordvel para o desenvolvimento dos vermes adultos que ali
se alojam (DREYER et al., 2000), e podem ser detectadas pelo método diagnostico de
ultrassonografia da regido escrotal onde os vermes apresentam-se com movimentos

peculiares nomeados de “danca filarial” em estudos realizados por AMARAL, em 1994.

Figura 3: a: Elefantiase de membro inferior ; b: Microfilaria alojada na mama;
c: Elefantiase de membros superiores.

A droga antifilaricida Dietilcarbamazina (DEC) é utilizado para o tratamento da
filariose linfatica, com administracdo de 6mg/kg de peso corporal durante 12 dias que
possivelmente elimina microfilarias e vermes adultos causando reacdo tanto local
quanto sistémica podendo reduzir o quadro de hidroceles em pacientes do sexo
masculino), e no caso da eosinofilia pulmonar tropical (EPT), sindrome que pode levar
0 paciente a obito em decorréncia de uma intensa inflamagdo com predominéancia de

eosinofilos seguido de fibrose intersticial pulmonar (BERNHARD et al., 2001).
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Dreyer e colaboradores, em 1999 quando fez um estudo relativo a patogénese da
hidrocele filarial, detectou a presenca de nddulos intraescrotal (granuloma) que
desenvolveram apds o tratamento com DEC, no entanto, ndo encontraram vermes
adultos através da ultrassonografia ap6s o tratamento (DREYER et al., 1999; NOROES
et al., 2003). A explicacdo exata para esse mecanismo de falha ndo se é dada diante
deste contexto, porém a cura parasitolégica de um dado individuo esta4 na dependéncia
da sensibilidade dos vermes a droga e, desse modo ndo é possivel antever a resposta
terapéutica em cada individuo (DREYER et al., 2005).

Entretanto o farmaco Ivermectina, com excelente efeito microfilaricida, ndo tem
qualquer agdo diante dos vermes adultos, mesmo em altas doses (DREYER et al.,
2000). Assim uma grande parte da populacdo tratada com ambas as drogas, quer seja
isoladas ou em combinacdo persistira infectada ainda por tempo indeterminado, até que
a morte do verme ocorra de forma natural (DREYER et al.,1997).

Outros estudos demonstraram que a Invermectina traz resultados bastante
satisfatorios para o tratamento de elefantiase escrotal e de pernas em combinacdo com a
higienizacdo da pele e ingestdo de tetraciclina para o combate de proliferacdo bacteriana
impedindo a progresséo da doenca (POGGENSEE et al., 2001).

Em humanos do sexo masculino, locais especificos como epididimo e funiculo
espermatico pode-se observar a presenca de vermes e consequentemente reacao
inflamatoria granulomatosa (FIGUEREDO-SILVA et al., 1996). O hospedeiro ideal,
tanto para a infeccdo quanto para a doenca, parece ser o homem adulto, que pode
apresentar um amplo espectro de morbidades urogenitais filariais. No homem, hidrocele
testicular (figura 4b) é a manifestacdo clinica mais comum. Até 40% dos homens em

areas endémicas, a W. bancrofti sdo portadores deste tipo de manifestacdo. A pré-
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disposicdo masculina a esta infeccdo e a doencas urogenitais associadas a filariose
continuam sem explicacdo, apesar dos anos de estudo de sua patogénese (GYAPONG et

al.,1988; NOROES et al., 2003).

/ SN prostats

[ = Condato Deferente
!'lr*h{l.' .! .""n | IT_ Scrolo
|.| I'.

/5 Y Epldidimo
R
B 3 :‘//’3—'4"

Tesficolo A

Figura 4: a: Sistema urogenital masculino; b: Elefantiase escrotal

Inflamacdo aguda no local do verme morto € seguida pela formacdo de
granuloma e obstrugdo temporéria de vasos linfaticos que drenam a tunica vaginal,
testiculos e epididimo.

Dentro dos aspectos clinicos da filariose, a linfagiectasia subclinica condiciona a
dilatagdo linfatica sendo considerada uma caracteristica universal (DREYER &
NOROES, 2000). A auséncia de infiltrado inflamatorio em bidpsias de vasos linfaticos
apresentando vermes adultos corrobora a independéncia da resposta imunoldgica desta
forma evitando a obstrucdo linfatica (FIGUEREDO et al., 1994), ou seja, com a morte
espontanea do verme adulto por mecanismos naturais organicos ou ainda em
decorréncia da ac¢do de drogas microfilaricidas que cessam a fase nao-inflamatoria da

dilatacdo linfatica (JUNGMANN et al., 1992).
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As microfilarias podem causar manifestacGes extralinfaticas que podem ser
idénticas a outras patologias de origem ndo filarial, tornando dificil um diagnostico
seguro quanto a etiologia filarial. A artrite associada a bancroftose é caracterizada pela
reacdo tissular ao verme localizado nas regides circunvizinhas das articulacbes. O
critério de diferenciacdo de artrite relacionado a outras etiologias é a observacdo dos
critérios clinicos, laboratoriais e pela rapida resposta ao tratamento com drogas
antifilariais (DREYER et al., 2000).

A seqliéncia de eventos ap0s a infeccéo filarial inclui estagios como periodo pré-
patente, microfilaremia assintomatica e filariose clinica aguda ou cronica. Portadores de
vermes adultos podem apresentar um quadro assintomatico ou ndo apresentar
manifestacdes clinicas, sendo constatado apenas através de testes imunoldgicos
(DREYER & NOROES, 2000). Um dos fatores mais importante que levam um
individuo do estado clinico assintomético para o estado sintomatico sdo as reagGes
imunologicas que podem ser responsaveis pelo desenvolvimento da doenca linfatica
cronica. Esta é imuno-mediada por células T no tecido afetado (DAVID et al., 1997).

Estudos tém esclarecido os niveis de anticorpos circulantes em individuos
amicrofilarémicos com linfedema cronico e individuos microfilarémicos assintomaticos.
Constatou-se que pacientes com linfoedema apresentaram niveis especificos de
anticorpos 1gG1, 1gG2, 1gG3 e IgE, predominantes em pacientes assintomaticos, ja
individuos com infeccdo ativa, foi observado um alto nivel de IgG4 enquanto que em
pacientes amicrofilarémicos a titulacdo deste anticorpo foi baixa (NIELSEN et al.,
2002).

Individuos amicrofilarémicos ou portadores de vermes adultos vivos apresentam

as mesmas manifestacfes clinicas que individuos microfilarémicos, contudo
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desenvolvem respostas imunologicas diferentes. Os primeiros apresentam resposta
antiparasitaria do tipo Thl, diferentemente do segundo com resposta do tipo Th2

(MAIZELS et al., 1991).

1.2 Glicoconjugados

As membranas bioldgicas sdo constituidas de proteinas e lipideos e uma pequena
guantidade de carboidratos estdo presentes constituindo as glicoproteinas e
glicolipideos. As diferencas quantitativas e qualitativas entre carboidratos conjugados a
estes lipideos e proteinas contribuem para diversidade das fungdes bioldgicas (NELSON
& COX, 2000).

Os carboidratos dos glicoconjugados podem possuir uma grande quantidade de
informacdes codificadas por unidades de monémeros, diferindo no nimero e tipo de
residuos de acucares, sua sequéncia, tipo de ligacdo, presenga ou auséncia de
ramificacdo, contribuindo, desta forma, para uma micro-heterogeneidade estrutural
desta maneira servindo como sinais de reconhecimento (SHARON & LIS, 2004).

Galactose, glicose, fucose, manose, N-acetilglicosamina, N-acetilgalactosamina,
e aciso sialico, sdo exemplos de acucares que podem ser encontrados em
glicoconjugados (SHARON & LIS, 1998).

Mudangas quantitativas e/ou qualitativas significativas nos componentes
glicoprotéicos de membranas e organelas celulares podem ocorrer durante o
desenvolvimento e progressao de varios processos patolégicos infecciosos (ASTOUL et
al., 2000; NISHIMURA et al., 2000), evidenciando modificacdes nos glicoconjugados
das membranas celulares que s&o importantes na evolugcdo de muitas doencas

(TAKANO et al., 2000; YU et al., 2001).
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Os sinais exibidos pelos carboidratos evidenciando estruturas codificantes sdo
reconhecidos por lectinas divalentes ou polivalentes na superficie de contato das células

através da interacdo ligante receptor (SPICER & SCHULTE, 1992)

1.3 Lectinas

Com a observacdo em 1888, por Stillmark, da capacidade de extratos de mamona,
Ricinus communis, de aglutinar eritrécitos iniciaram-se as pesquisas, em sorologia e
imunologia, das propriedades hemaglutinantes desta classe de proteinas (SHARON &
LIS, 2004). Décadas depois essas proteinas encontraram aplicacbes na histologia e
patologia (TRIANTAFYLLOU et al., 2004; WENG et al., 2006).

As Lectinas (do grego “legere” escolher, selecionar), sdo moléculas definidas
como proteinas ou glicoproteinas de origem ndao imunolégica que reconhecem de forma
reversivel carboidratos livres ou conjugados (SHARON & LIS, 2004). Esta interacdo
ocorre através de pontes de hidrogénio e interacdes hidrofobicas em uma por¢éao
limitada da molécula protéica chamada de Dominio de Reconhecimento a carboidrato
ou CDR (Carbohydrate-Recognition Domain) composto por de um dominio globular
com uma alta conservacdo de residuos de aminoacidos (KENNEDY et al., 2005;
NISHIMURA et al.,2000).

Distribuidas de maneira ubiqua na natureza, as lectinas sdo encontradas desde
bactérias e virus a plantas e animais (MOREIRA et al., 1991; RUDIGER et al., 2000;
XIONG et al., 2006; WANG & NG, 2006), sendo isoladas predominantemente de
sementes da plantas (RUDIGER et al., 2000). Dentre as quais citam-se as lectinas de
Canavalia ensiformes (Concanavalina A, Con A) especifica para glicose/manose,

Triticum vulgaris (WGA) especifica para N-acetil-glicosamina ou oligossacarideos de
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N-acetil-glicosamina e Archis hypogea (PNA) especifica para galactose, fucose e N-
acetil-galactosamina (SHARON & LIS, 2004).

Apesar da sua abundancia, a funcdo das lectinas é ainda discutida. Sua grande
diversidade estrutural, especificidade sacaridica e ocorréncia sinalizam a sua
importancia nos sistemas bioldgicos em que estdo presentes (RUDIGER et al., 2000).
Estudos apontam que as lectinas da membrana estdo envolvidas tanto no transporte
celular como também no reconhecimento célula-célula (DUVERGE et al., 2003). Em
bactérias e protozoarios foi sugerido que as lectinas tém uma funcdo importante na
adesdo as células-alvo e que em humanos esteja relacionada com processos de migracao
celular e sinalizacdo de estados patologicos (SHARON E LIS, 2004).

A forma especifica com que as lectinas interagem com carboidratos e os efeitos
bioldgicos conseqlientes desta interacdo, associados a disponibilidade deste material,
devido a ampla ocorréncia e relativa facilidade de purificacdo fazem destas proteinas
valiosos instrumentos com aplicagdes praticas em biologia e medicina. (ASTOUL et al.,
2000). As lectinas também contribuiram para o avango da imunologia, quando Nowell
(1960) detectou que a lectina (PHA - phytohemagglutinin) é mitogénica estimulando a
proliferacdo de linfdcitos (Nowell, 1960).

Lectinas tém sido utilizadas como mediadoras de drogas (BIESA et al., 2004;
GABOR et al.,, 2006), outras como marcadores taxon0micos de microrganismos
diferentes sendo amplamente utilizadas na microbiologia em geral (HART et al, 1980;
SLINKIF & DOYLE, 1990).

A proteina sangiiinea calcio-dependente produzida pelo figado, lectina ligadora de
manose (MBL) tem importdncia na resposta imunoldgica inata por mediar a

opsonizacao e a fagocitose de microrganismos como virus e bactérias (KILPATRICK et
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al, 2002; GARRED et al., 2003; JACK & TURNER, 2003). Conjugadas a agentes
quimioterapicos, as lectinas sdo Uteis no tratamento de tumores induzidos em animais
(HASEENABEEVI et al., 1991), na avaliagdo de mudancas na forma, agregacéo e
aglutinacdo plaquetarias (SAMAL et al., 1998).

Estudos tém empregado lectinas como potenciais anticarcinogénicos (DE MEIJA
et al., 2003) ou como uma sonda alternativa em imagens celulares e biomarcadores
(WENG et al., 2006). Ainda, cromatografia de afinidade com lectinas pode ser aplicada
no diagnostico de certas doencas (SATISH & SUROLIA, 2001).

A capacidade pelas lectinas de exploracdo de superficies celulares, ligando-se a
porcao carboidrato de glicoconjugados, tem sido utilizada em histoquimica para detectar
alteracGes na composicao desses residuos de carboidratos que acompanham processos
de desenvolvimento, diferenciacdo e transformacdo neoplésica (SARKAR et al. 1991,
REMANI et al., 1994; BELTRAO et al., 1998, 2001, 2003; KOMATH et al., 2006).

Lectinas tém sido usadas para monitorar mudangas no ambiente celular sendo
utilizadas como indicadoras do tipo celular assim como de estagios de desenvolvimento
ou doencas (BROOKS et al., 1996).

Em 1981 Klein e colaboradores realizaram os primeiros estudos sobre canceres
empregando histoquimica com lectinas avaliando glicoconjugados em diferentes
membranas celulares e fluidos fisiologicos (DIAZ et al., 1999; NELSON & COX, 2000;
SHARON & LIS, 2004).

Nos eventos de reconhecimento celular a ligacdo especifica de uma estrutura
expressa em uma superficie celular a um receptor particular em outra célula contam
com a participacdo de residuos de carboidratos (RUDD et al., 2001 , SHARON, 1988;

GABIUS et al., 2002). Desta forma, faz-se importante compreender as bases
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moleculares para a afinidade e especificidade destas interacdes (HELENIUS & AEBI,
2001; YAMAMOTOA et al., 2005; AMBROSI et al., 2005).

A histoquimica com lectinas é creditada em oferecer discernimentos na
exposicdo de epitopos selecionados em cadeias de carboidratos de glicoconjugados
celulares. O uso progressivo destas ferramentas converge para fornecer indicios nas
alteragdes tipo-celular ou diferenciacdes-dependentes na glicosilagdo (GABIUS et al,
2002). Entretanto, essa utilizagdo como ferramenta auxiliar no estudo de tumores é
recente e necessita de maiores investigacdes, principalmente devido a pouca
disponibilidade de marcadores ou de sondas especificas para alguns tipos de neoplasias
(KANNAN et al., 1993; NAKANISHI et al., 1993; BROOKS et al., 1996; WANG et
al., 2000).

Em histoquimica, citoquimica e citometria de fluxo as lectinas sdo amplamente
empregadas auxiliando no mapeamento de carboidratos em glicoconjugados celulares
do tecido hematopoético (VISSER & VRIES, 1990), de mama (BELTRAO et al., 1998,
2001); de cérvix uterino (REMANI et al., 1994); de cérebro humano (BELTRAO et al.,
2003); glandulas salivares humanas (REGO et al., 2005), entre outros tecidos.

A caracterizacdo de nematddeos ou ovos, através da utilizacdo de lectinas, vem
sendo usada para o estudo da biologia dos parasitas e na diferenciacdo das espécies dos
mesmos (BERRADA-RKHAMI et al., 1990; LEDUCQ et al, 1990; PALMER &
MCCOMBE, 1996). Lectinas tem demonstrado, do ponto de vista taxondmico, as
diferentes espécies de determinadas familias de parasitas como tripanossomatidae (DA
CUNHA, 1989). Depositos de melanina na superficie de microfilarias forma
identificados através da marcacao destes com PNA, WGA e Con A conjugadas ao FITC

(NAYAR, 1995).
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As mudancas bioquimicas, como as variacbes do perfil de carboidratos
expressos, que ocorrem em um ambiente celular em processos neoplasicos, tornam as
lectinas ferramentas diagnoésticas interessantes para a diferenciacdo histoquimica de
glicoconjugados de superficie e intracelulares de células transformadas (Mitchell
SCHUMACHER, 1999; HERLING et al. 2000; THIES et al. 2001; BELTRAO et al.

1998, 2001, 2003).

Figura 5 — Glicoconjugados de superficie celular. Fonte: Revista Science, 2001.

Quando os ligantes de lectinas envolvidos no reconhecimento celular séo
porcdes de agucares ligados a proteinas e/ou lipideos e quando quantidades limitadas de
material sdo Uteis, é frequentemente muito dificil elucidar as especificidades destas
interacbes com detalhamento molecular (YAMAMOTO et al., 2005; AMBROSI et al.,
2005). E na perspectiva a longo-prazo de projetar ligantes seletivos de alta afinidade,

empregando tanto lectinas quanto outros marcadores especificos, que a citoquimica e a

25



Identificacdo histoquimica de carboidratos em epididimo humano... Cardoso-Silva, C.D.

histoquimica visam uma contribuicdo na relacdo estrutura-funcdo ao nivel celular,

tecidual, organico e sisttmico de organismos (GABIUS, 2001).

2 JUSTIFICATIVA

No Brasil, a regido metropolitana do Recife é uma area endémica para a filariose
bancroftiana, com taxas de microfilaremia variando de 2 a 15% em popula¢Ges com
baixo nivel socio-econdmico. Apesar da grande importancia epidemiolégica da filariose
bancroftiana, relativamente pouco se sabe quanto as bases patogénicas mesmo quando
se compara com outras doencas parasitarias de relevancia clinica. Mudancas
histopatoldgicas foram relatadas em um numero reduzido de casos e quase nenhum
estudo tem relacionado o padrdo de carboidratos celulares com a patogénese da
filariose. Alguns trabalhos tém demonstrado a existéncia de antigenos glicosilados
filariais, principalmente glicoproteinas, na superficie cuticular da microfilaria de W.
bancrofti utilizando-se lectinas conjugadas a fluoroforos.

O crescente interesse na utilizacdo da histoquimica com lectinas como
ferramenta biotecnoldgica para avaliacdo de alteracdes patobioquimicas que ocorrem
com as células durante o surgimento e desenvolvimento dos mais variados processos
patoldgicos, bem como na interacdo parasita-hospedeiro nas doencas infecciosas,

apresenta-se como apelo para o desenvolvimento do presente trabalho.
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3 OBJETIVOS
3.1 Geral

Avaliar a eficiéncia da histoquimica com lectinas no mapeamento do perfil de
carboidratos no granuloma filarial e vasos sanguineos e linfaticos em epididimo de

pacientes infectados com Wuchereria bancrofti.

3.2 Especificos
» Realizar a histoquimica com lectinas utilizando Con A, WGA, LTA, UEA | e
PNA, conjugadas a peroxidase, em epididimo e funiculo espermatico humanos

de pacientes diagnosticas com filariose bancroftiana;

» Avaliar o perfil de carboidrato correlacionado com a andlise da marcacéo

observada obtida a partir da histoquimica com lectinas.
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RESUMO

Para avaliar a eficiéncia da histoquimica com lectinas no mapeamento do perfil de
carboidratos do granuloma filarial e vasos sanguineos em epididimo de pacientes
infectados com Wuchereria bancrofti foram utilizadas lectinas conjugadas a peroxidase
(Con A, WGA, LTA, PNA, UEA 1). Os resultados demonstraram reconhecimentos
diferenciados das lectinas utilizadas de estruturas como o verme, o granuloma e 0s
vasos linfaticos e sanguineos nos tecidos estudados. UEA | marcou de forma intensa as
estruturas estudadas no epididimo. No funiculo espermatico, a UEA reconheceu apenas
carboidratos no verme. A WGA apresentou, no epididimo, uma marcacao moderada dos
vermes e granulomas, marcando fracamente 0S vasos sanguineos ao passo que no
funiculo espermatico o verme foi moderadamente marcado enquanto que o granuloma e
os vasos foram fracamente marcados. Epididimos marcados com LTA apresentaram
marcacdo de moderada-intensa do verme e o granuloma, ndo reconhecendo o epitélio
dos vasos sanguineos e linfaticos. A mesma lectina marcou fracamente o verme no
funiculo espermatico. Con A marcou fraca apenas o verme, tanto no epididimo quanto
no funiculo espermatico. Apenas o granuloma no epididimo foi marcado fracamente
pela PNA sendo negativa no funiculo espermatico. Os resultados da histoquimica com
lectinas evidenciam o perfil de carboidratos do verme e estruturas histoldgicas do
epididimo e funiculo espermatico humanos de maneira diferenciada apresentando

podendo auxiliar em diagnosticados complementares com filariose por W. bancrofti.

Palavras-chave: histoquimica, Whuchereria bancrofti, lectina, epidimo, funiculo

espermatico.
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ABSTRACT

Lectin histochemistry was used to screen the carbohydrate profile of worm-granuloma
system in epididimus and spermatic cords of patients infected with Wuchereria
bancrofti. Concanavalina A (Con A), wheat germ agglutining (WGA), Lotus
tetragonolobus agglutinin (LTA), peanut agglutinin (PNA) and Ulex europeus |
agglutinin, conjugated to peroxidase were used. Lectins used recognized differentially
worms, granuloma and lymphatic and blood vessels. UEA | intensely stained the worm-
granuloma system as well as the epithelial cells os both vessels in epididimus. In
spermatic cord only worms were recognized by UEA |. WGA stained moderately
worms and granulomas in epididimus while vessels were weakly stained. All structures
studied were weakly stained in spermatic cord but the worm which was moderately
stained by WGA. Epididimus evaluated with LTA presented a moderate-intense
staining for worm-granuloma system and no-stainig to epethelial cells of vessels. The
same lectin stained weakly worms in spermatic cord. Con A recognized only worms in
both tissues studied. Granulomas were stained by PNA in epididimus. Lectin
histochemistry results evidenced the saccharide profile of worms and histologic
structures in human epididimus and spermatic cord showing to be good differentially

probes to bancroftian filariasis.

Keywords: histochemistry, Wuchereria bancrofti, lectins, epididimus, spermatic cord
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5.1 Introducgéo

A filariose linfatica é causada por trés espécies de nematddeos: Wuchereria
bancrofti, Brugia malayi e Brugia timori (Deryer et al. 2005).

A W. bancrofti tem a maior distribuicdo mundial, estimando-se cerca de 120
milhGes de pessoas distribuidas em 75 paises de diferentes continentes (Deryer et al.
2005; Reda & Ramzl 2006). No Brasil especificamente, Recife, é consideradamente
endémica para filariose concentrada nas comunidades de baixo nivel s6cio-econémico
(Dreyer et al. 2000; Cavalcanti 1999).

Mudancgas quantitativas e/ou qualitativas significativas nos componentes
glicoprotéicos de membranas e organelas celulares podem ocorrer durante o
desenvolvimento e progressdo de varios processos patologicos infecciosos (Astoul
2000; Nishimura et al. 2000), evidenciando modificacbes nos glicoconjugados das
membranas celulares que sdo importantes na evolucdo de muitas doencas (Takano et al.
2000, Yu et al. 2001). A forma especifica com que as lectinas interagem com
carboidratos e os efeitos biologicos consequentes desta interacdo, associados a
disponibilidade deste material, devido a ampla ocorréncia e relativa facilidade de
purificacdo fazem destas proteinas valiosos instrumentos com aplicacBes praticas em
biologia e medicina (Astoul 2000).

A caracterizacdo de nematddeos ou ovos, através da utilizacdo de lectinas, vem
sendo usada para o estudo da biologia dos parasitas e na diferenciacdo das espécies dos
mesmos (Berrada et al. 1990; Leducq et al. 1990; Palmer & Mccombe 1996). Lectinas
tem demonstrado, do ponto de vista taxondmico, as diferentes espécies de determinadas

familias de parasitas como Tripanossomatidae (Da Cunha et al. 1989). Depdsitos de
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melanina na superficie de microfilarias forma identificados através da marcacao destes
com PNA, WGA e Con A conjugadas ao FITC (Nayar et al. 1995).

A capacidade pelas lectinas de exploracdo de superficies celulares, ligando-se a
porcao carboidrato de glicoconjugados, tem sido utilizada em histoquimica para detectar
alteracGes na composicao desses residuos de carboidratos (Sarkar et al. 1991; Remani et
al. 1994; Beltrdo et al. 1998; Beltrdo et al. 2001; Beltréo et al. 2003; Kamath et al.
2006).

O fato da regido metropolitana do Recife ser foco de endemia para filariose e 0
crescente interesse na utilizacdo da histoquimica com lectinas como ferramenta
biotecnolégica para avaliagdo de alteragdes patobioquimicas que ocorrem com as
células durante o surgimento e desenvolvimento dos mais variados processos
patoldgicos, bem como na interacdo parasita-hospedeiro nas doencas infecciosas, estes

se apresentam como apelo para o desenvolvimento do presente trabalho.
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5.2 Materiais e Métodos

Selecdo dos casos

Foram estudadas bidpsias de epididimo (n=05) e funiculo espermatico (n=12) de
pacientes infectados com o parasita Wuchereria bancrofti, atendidos no Hospital das
Clinicas da UFPE (Nucleo de Estudos em Filariose Bancroftiana) foram cedidas pela
Profa. Dra. Patricia Jungmann ao Setor de Patologia do LIKA. As amostras dos
pacientes seguiram os padrdes do Sistema Nacional de Etica em Pesquisa — SISNEP.
Coloracdo com Hematoxilina-Eosina

As laminas com cortes (4 wum) foram desparafinizadas em xilol (1x5 min e 4x10
imers@es) e reidratadas em alcool etilico (3x100% e 1x70%) seguido de agua corrente e
agua destilada (10 imersbes cada). Os cortes foram entdo incubados com solucdo de
hematoxilina de Carazzi a 2% por 8 min, etanol a 70% (10 imersdes) e carbonato de
litio 5,05% (10 imersdes), intercaladas por lavagem com agua corrente (3 min) e agua
destilada (10 imersdes). Na sequiéncia, as laminas contendo os cortes foram incubadas
com solucdo de eosina a 2% por 30 s, seguida de 4 banhos em alcool etilico (10
imers@es cada) e 4 banhos de xilol (10 imersdes cada) e montadas com Enthelan.
Histoquimica com Lectinas

Cortes (4 um) de bidpsias de epididimo, fixados em formalina e embebidos em parafina,
foram desparafinizados em xilol e hidratados em &lcool etilico (70-100%), foram
tratados com solucdo de tripsina a 1% (p/v), por 2 min a 37°C e com solugéo de
perdéxido de hidrogénio-metanol a 0,3 % (v/v), por 20 min (quando lectinas conjugadas
a peroxidase foram utilizadas). Em seguida, os cortes foram incubados com lectinas
conjugadas a peroxidase (Con A-Per; WGA-Per; LTA-Per; PNA-Per, UEA I-Per)

(Sigma, USA) a 4°C por 2 horas. Os cortes foram lavados (2 x 5 min) com tampao
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fosfato 10mM, contendo NaCl 0,15 M (PBS), pH 7,2, ap6s cada etapa realizada
anteriormente. A peroxidase foi visualizada por incubacéo (5 a 8 min) em PBS contendo
uma solucdo de diaminobenzidina (DAB) e peroxido de hidrogénio(H,O;). A contra-
coloragdo dos tecidos foi realizada com hematoxilina sendo, entdo, avaliados através de
microscopia de luz. Ensaios de inibicdo da ligacdo das lectinas aos tecidos foram
efetuados utilizando-se os respectivos carboidratos em solugdes de 300 mM, em PBS,
metil-a-D-manosideo (Con A), N-acetil-glicosamina (WGA), L-fucose (LTA e UEA 1)

e N-Acetil-galactosamina (PNA), (Sigma, USA).
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5.3 Resultados

A coloragdo com hematoxilina-eosina evidenciou 0s segmentos de vermes
adultos de W. brancofti mortos e em diferentes estagios de degeneracdo além da
presenca de células inflamatorias (histidcitos, linfocitos e predominantemente
eosindfilos) como resposta a reagdo inflamatéria granulomatosa intensa. Os granulomas
mostraram-se com idade variada, onde 0s mais antigos apresentaram maior deposi¢do
de colageno com diminuicdo do conteldo parasitario que era fagocitado.

A avaliacdo histolégica empregando histoquimica com lectinas apresentou um
padrdo de marcacdo de fraco a intenso, dependente do tipo de lectina utilizada e
independente do tecido observado (epididimo ou funiculo espermaético). Foi
padronizada a concentragdo de 25ug/mL para os procedimentos a qual apresentou uma
maxima marcagao com menor coloragdo de fundo (“background”) inespecifica.

Os resultados obtidos (Tabela 1 e 2) demonstraram reconhecimentos
diferenciados pelas lectinas utilizadas quanto as estruturas estudadas (vermes em
diferentes estagios de degeneracdo, granulomas e 0s vasos, linfaticos e sanguineos, nos
epididimo e funiculo espermatico humanos.

A UEA | (especifica para L-fucose) marcou de forma intensa as estruturas
observadas no epididimo (Figura 1A e 2B). No funiculo espermético, a UEA
reconheceu apenas carboidratos no verme marcando de maneira intensa (Figura 2F). A
WGA (N-acetil-glicosamina especifica) apresentou, no epididimo, uma marcacao
moderada dos sistemas verme-granulomas, marcando fracamente os epitélios dos vasos
sanguineos e linfaticos (Figura 1C). Esta lectina, no funiculo espermético, marcou 0s
vermes moderadamente enquanto que os granulomas (Figura 2A) e o epitélio dos vasos

foram fracamente marcados (Figura 2B).
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Epididimos marcados com a lectina especifica para L-fucose, LTA,
apresentaram marcacdo variando de moderada a intensa dos vermes e granulomas
(Figura 1E), ndo reconhecendo o epitélio dos vasos sanguineos e linfaticos (Figura 1F).
A LTA marcou fracamente os vermes no funiculo esperméatico ndo evidenciando
nenhuma das outras estruturas estudadas. Con A, capaz de reconhecer glicose/manose,
marcou fracamente apenas o verme, tanto no epididimo (Figura 2D) quanto no funiculo
espermatico (Figura 2C). Apenas o granuloma no epididimo foi marcado fracamente

pela PNA (N-acetil-galactosamina) sendo negativa no funiculo espermatico.

TABELA 1. Histoquimica com lectinas para biopsias de epididimo humano

LECTINA
ESTRUTURA —EA | WGA LTA ConA PNA
Verme +++ ++ ++ + -
Granuloma +++ ++ ++ - +

Epitélio vasos +++ + - - -

TABELA 2. Histoquimica com lectinas para bidpsias de funiculo espermatico.

LECTINA
ESTRUTURA ™ EA ]| WGA LTA CONA PNA
Verme +++ ++ + + -
Granuloma - + - - -
Epitélio vasos - + - - -
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Figura 1: Epididimo Humano. A: Verme de W. bancrofti, com marcacdo intensa pela

UEA | (Amplificacdo x400); B: Sistema verme-granuloma de W. bancrofti
intensamente marcado pela UEA I; C: Marcacdo moderada do verme e granuloma por
WGA,; D: Marcacéo fraca do verme por Con A; E: Marcacdo moderada dos vermes em
estadgio avancado de degeneracdo pela LTA; F: Auséncia de marcacdo por LTA do

epitélio de vaso linfatico (Amplificacdo x200).
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Figura 2: Funiculo espermético. A: Marcacdo fraca do granuloma pela WGA
(Amplificacdo x100); B: Marcacdo moderada da lectina WGA no verme; C e D:
Marcacdo muito fraca pela e Con A e LTA no verme; E: Lectina UEA-1 marcando
fortemente o verme; F: marcagdo moderada pela UEA-I da porcdo luminal do vaso
(Amplificacdo x200).
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5.4 Discusséo

Estudos realizados nas décadas de oitenta e noventa utilizaram lectinas
conjugadas a ouro-coloidal para a investigacdo da ultra-estrutura da superficie de
microfilarias (Aradjo et al. 1993) e da cuticula de vermes adultos de W. bancrofti
acrescentando aos conhecimentos ja disponiveis informagdes quanto ao perfil de
carboidratos destas estruturas (Araujo et al. 1995).

O emprego de histoquimica com lectinas para a investigacdo de residuos de
carboidratos na superficie de vermes de W. bancrofti ainda € muito escasso ou quase
inexistente.

Nayar e colaboradores, em 1995, publicaram um estudo utilizando lectinas de
Helix pomatia (HPA), de Arachis hypogea (peanut agglutinin — PNA) e Con A
conjugadas a isotiocianato de fluoresceina (FITC) e a ouro coloidal para avaliacdo de
depositos de melanina na superficie de microfilarias de Brugia malay.(Nayar et al.
1995).

Relatos ndo foram encontrados quanto a utilizacdo de histoquimica com lectinas
para a investigacdo do perfil sacaridico de glicoconjugados da superficie de vermes e de
granulomas de tecidos humanos infectados por W. bancrofti ou outras espécies
causadoras de filariose.

Os resultados observados indicam caracteristicas quanto ao sistema verme-
granuloma bem como o epitélio de vasos sanguineos e linfaticos quando avaliados
utilizando-se histoquimica com lectina.

O verme apresentou residuos de N-acetil-glicosamina, fucose e glicose e/ou
manose na sua superficie como evidenciado a partir da marcacdo com WGA, LTA,

UEA | e Con A, respectivamente, em ambos os tecidos, de epididimo e de funiculo
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espermatico. Araujo e colaboradores (1995) encontraram residuos de N-acetil-
glicosamina e fucose na cuticula de W. bancrofti. Os resultados do presente trabalho
corroboram estes achados e acrescentam a informacao de que residuos de glicose e/ou
manose também estdo presentes no verme. Este resultado, obtido com a Con A, coloca
este lectina como sonda sacaridica de reconhecimento especifico para o verme.
Comportamento semelhante foi observado para a PNA (especifica para N-acetil-
galactosamina), com relacdo ao granuloma, contudo apenas em amostras de epididimo
(Aragjo et al. 1995).

Os resultados aqui apresentados e os de Aradjo e colaboradores (1995) sdo
complementares apesar de os vermes terem sido avaliados em situagdes diferentes e
estarem sob a acdo de ambientes celulares diferentes. No primeiro os vermes estudados
fazem parte do sistema verme-granuloma (com idades e fases de degeneracdo
diferentes) e estdo mortos, diferentemente dos utilizados no estudo desenvolvido por
Araljo e colaboradores (1995), onde eles estavam vivos e fora de interacdes com o
tecido do 6rgao hospedeiro (Aradjo et al. 1995).

A WGA foi especifica para os granulomas no funiculo espermatico indicando a
presenca de N-acetil-glicosamina nesta estrutura. Esta seletividade quanto ao
granuloma, quando comparada outras lectinas, ndo se apresenta uma vantagem visto que
a mesma também reconhece o verme e as células do epitélio dos vasos. Comportamento
semelhante se observou para a PNA no funiculo espermatico, contudo a auséncia de
marcacao de todas as estruturas estudadas € que € a caracteristica marcante e que exclui
esta lectina como sonda no estudo da filariose bancroftiana, nas condigdes
experimentais utilizadas. No entanto, para o epididimo a PNA foi uma sonda exclusiva

para o granuloma, indicando a presenca de N-acetil-galactosamina. Esta caracteristica é
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possivel ser uma resposta a presenca do verme que induz modificacdes nas células do
sistema verme-granuloma.

Residuos de N-acetil-glicosamina e fucose foram reconhecidos pela WGA e
UEA | nos vasos linfaticos e sanguineos. A ndo marcacdo com LTA, também especifica
para fucose, pose estar relacionada com o impedimento estérico para formacdo do
complexo lectina-carboidrato de maneira adequada para estabilizacdo desta ligacao.

Observou-se ainda que na reagdo inflamatoria granulomatosa, como resposta de
presenca do verme, os eosindfilos ndo foram reconhecidos por nenhuma das lectinas
utilizadas.

Assim, a histoquimica com lectinas é uma ferramenta Util, visto que o padréo de
carboidratos expresso pelos vermes pode ser de importancia para o desenvolvimento de
drogas ou direcionamento destas para um tratamento auxiliar desta parasitose

Os resultados obtidos indicam que a utilizacdo da histoquimica com lectinas
proporciona informacdes Uteis quanto a composicdo sacaridica de componentes da
matrix extracelular do verme adulto de W. bancrofti bem como do granuloma
desenvolvido em resposta a presenca deste parasita no epididimo e funiculo espermatico

humanos de pacientes com filariose bancroftiana.
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6 CONCLUSOES GERAIS

» A histoquimica com lectinas evidenciou o perfil e carboidratos de glioconjugados da
matriz extracelular de forma diferenciada nos sistemas verme-granulomas filariais e
no epitélio dos vasos linfaticos e sanguineos em bidpsias de epididimo e funiculo
espermatico humanos;

» A UEA I reconheceu de forma indiferenciada residuos de L-fucose nas estruturas
observadas no epididimo, de maneira que se mostra ineficaz para o estudo
especifico de uma estrutura em particular. Ao passo que no funiculo a UEA |
reconheceu fortemente apenas o verme;

» A Con A mostra-se uma sonda especifica para a caracterizacdo do verme tanto no
epididimo quanto de funiculo espermatico;

» A LTA marcou especificamente o verme encontrado nas amostras de funiculo
espermatico, reconhecendo o sistema verme-granuloa nos tecidos de epididimo;

» O granuloma foi reconhecido com exclusividade pela PNA apenas nas bidpsias de
epididimo estudados;

» A porcdo lumial das células de epitélio dos vasos linfaticos e sanguineos foi
marcada pela WGA nos tecidos de funiculo espermatico. Porém esta mesma lectina
ndo apresentou caracterizacdo diferenciada para o sistema verme-granuloma em

ambos tecidos avaliados;
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7 ANEXO

MEMORIAS DO
INSTITUTO
OSWALDO
CRUZ

INSTRUCOES AOS AUTORES

e  Objetivos e politica editorial
e Formato e estilo
e  Checklist para os manuscritos

Objetivos e politica editorial

As Memorias do Instituto Oswaldo Cruz sdo uma revista multidisciplinar que publica pesquisas
originais relativas aos campos da medicina tropical (incluindo patologia, epidemiologia de campo e
estudos clinicos), parasitologia médica e veterinaria (protozoologia, helmintologia, entomologia e
malacologia) e microbiologia médica (virologia, bacteriologia e micologia). A revista aceita,
especialmente, pesquisas basicas e aplicadas em bioquimica, imunologia, biologia molecular e celular,
fisiologia, farmacologia e genética relacionada a essas &reas. Comunicagdes breves sdo também
consideradas. Artigos de revisdo s6 quando solicitados. Ocasionalmente, trabalhos apresentados em
simp0sios ou congressos sao aparecem como suplementos.

Os artigos apresentados devem ser escritos preferencialmente em inglés. Quando neste idioma, devem ser
checados por alguém que tenha o inglés como primeira lingua e que, preferencialmente, seja um cientista
da area.

A submissdo de um manuscrito as Memdrias requer que este ndo tenha sido publicado anteriormente
(exceto na forma de resumo) e que ndo esteja sendo considerado para publicagdo por outra revista. A
veracidade das informacdes e das citagdes bibliograficas é de responsabilidade exclusiva dos autores.

Os manuscritos serdo analisados por pelo menos dois pareceristas; a aprovacdo dos trabalhos sera baseada
no contetdo cientifico e na apresentacéo.

Todo o material deve ser enviado para a Producdo Editorial, Memdrias do Instituto Oswaldo Cruz, Av.
Brasil 4365, Pavilhdo Mourisco, sala 308, 21045-900 Rio de Janeiro, RJ, Brasil.

Os manuscritos que ndo estiverem de acordo com estas instrucées serdo imediatamente devolvidos.

Ao encaminhar um manuscrito para a revista, os autores devem estar cientes de que, se aprovado para
publicacdo, o copyright do artigo, incluindo os direitos de reproducdo em todas as midias e formatos,
deveré ser concedido exclusivamente para as Memorias. A revista ndo recusara as solicitagdes legitimas
dos autores para reproduzir seus trabalhos.

Favor providenciar e checar cada item abaixo antes de submeter seu manuscrito para as Memdrias do
Instituto Oswaldo Cruz:

« Carta de submissdo do trabalho, assinada por todos os autores, especificando o autor de contato, bem
como endereco, telefone, fax e e-mail.

* Quatro cdpias completas do artigo, incluindo as ilustracdes e um disquete contendo o texto, tabelas,
graficos e fotografias digitalizadas.

» O manuscrito (incluindo tabelas e referéncias) deve ser preparado em um software para edi¢do de textos,
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em espaco duplo, fonte 12, impresso em papel padréo e paginado. As margens devem ser de pelo menos 3
cm.

« A seqliéncia do artigo deve ser: titulo resumido (com até 40 caracteres - letras e espacos), titulo (com
até 250 caracteres), autores (sem titulos ou graduacéo), afiliacdo institucional (endereco completo
somente do autor correspondente), resumo, palavras-chave, notas de rodapé indicando a fonte de
financiamento ou mudancas de endereco, introducdo, material e métodos, resultados, discussao,
agradecimentos (0s minimos necessarios), referéncias, tabelas (fora do texto e com titulo), e figuras
(com legendas em folha separada).

* S6 as referéncias citadas no texto devem aparecer nas lista e devem seguir o estilo do Index Medicus. Se
a referéncia for de artigo ainda ndo publicado, mas ja devera ser apresentada carta da revista que
publicard o manuscrito ou de outros autores autorizando a referida citacéo.

Para maiores informacdes sobre o formato e o estilo da revista, favor consultar um nimero recente da
Revista ou entrar em contato com a Editoria Cientifica pelo telefone (+55-21-2598.4335), fax (+55-21-
2561.1442 | 2280-5048), ou e-mail (memorias@fiocruz.br / memorias@ioc.fiocruz.br)

Formato e estilo

O manuscrito deve ser organizado de acordo com a seguinte ordem: titulo corrente, titulo, nomes dos
autores, afiliagbes institucionais, resumo, palavras-chave, introducdo, materiais e métodos, resultados,
discusséo, agradecimentos e referéncias. Patrocinios devem ser mencionados em nota de rodapé na
primeira pagina.

Resumo: Com até 200 palavras (100 palavras no caso de comunicacBes breves), o resumo deve
apresentar os objetivos do estudo ou pesquisa, seus procedimentos basicos (selecdo dos temas de estudo
ou animais de laboratdrio; métodos analiticos ou de observagdo), as principais descobertas ou resultados
(oferecendo dados especificos e seu significado estatistico, se possivel), e as principais conclusdes. Deve
enfatizar novos e importantes aspectos do estudo ou observagoes.

Palavras-chave: Devem ser fornecidos de 3 a 6 termos, de acordo com a lista Medical Subject Headings
(Mesh) do Index Medicus.

Introducdo: Deve determinar o proposito do estudo, oferecer um breve resumo (e ndo uma revisao de
literatura) dos trabalhos anteriores relevantes, e especificar quais novos avangos foram alcangados através
da pesquisa. A introducdo néo deve incluir dados ou conclusdes do trabalho em referéncia.

Materiais e métodos: Deve oferecer, de forma breve e clara, informacgdes suficientes para permitir que o
estudo seja repetido por outros pesquisadores. Técnicas padronizadas bastam ser referenciadas.

Etica: Ao descrever experimentos relacionados a temas humanos, indicar se os procedimentos seguidos
estiveram de acordo com os padrfes éticos do comité responsavel por experimentos humanos
(institucional ou regional) e de acordo com a Declaracdo de Helsinki de 1975, revisada em 1983. N&o
citar os nomes ou iniciais dos pacientes ou registros de hospitais, especialmente nos materiais ilustrativos.
Ao relatar experimentos em animais, indicar se diretrizes de conselhos de pesquisa institucionais ou
nacionais, ou qualquer lei nacional relativa aos cuidados e ao uso de animais de laboratorio foram
seguidas.

Resultados: Devem oferecer uma descricdo concisa das novas informacgdes descobertas, com o minimo
julgamento pessoal. N&o repetir no texto todos os dados contidos em tabelas e ilustracdes.

Discussao: Deve limitar-se ao significado de novas informacdes e relacionar as novas descobertas ao
conhecimento existente. Somente as citagdes indispensaveis devem ser incluidas.

Agradecimentos: Devem ser breves e concisos e se restringir ao absolutamente necessario.
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Referéncias: Devem ser precisas. Somente as citacdes que aparecem no texto devem ser referenciadas.
Trabalhos ndo publicados, a ndo ser os ja aceitos para publicacdo, ndo devem ser citados. Trabalhos
aceitos para publicacdo devem ser citados como "in press"; nesse caso, uma carta de aceitagdo da revista
devera ser fornecida. Dados ndo publicados devem ser citados somente no texto como "unpublished
observations"; nesse caso, uma carta com a permissdo do autor deve ser fornecida. As referéncias ao final
do manuscrito devem ser organizadas em ordem alfabética de acordo com o sobrenome do primeiro autor.

Os titulos de revistas devem ser abreviados de acordo com o estilo usado no Index Medicus. Consultar a
List of Journals Indexed no Index Medicus publicada no nimero de janeiro do Index Medicus ou no
website http://www.nlm.nih.qgov/serials/lii.html.

- No texto, usar o sobrenome dos autores e a data: Lutz (1910) ou (Lutz 1910).
Com dois autores, a forma é: (Lutz & Neiva 1912) ou Lutz and Neiva (1912).

Quando ha& mais que dois autores, somente o primeiro é mencionado: Lutz et al. (1910) ou (Lutz et al.
1910).

- No final do trabalho, usar os seguintes estilos:
Artigo de revista

Chagas C, Villela E 1922. Forma cardiaca da tripanosomiase americana. Mem Inst Oswaldo Cruz 14: 15-
61.

Livro ou Tese

Morel CM 1983. Genes and Antigens of Parasites. A Laboratory Manual, 2nd ed., Fundacdo Oswaldo
Cruz, Rio de Janeiro, xxii + 580 pp.

Capitulo de livro

Cruz OG 1911. The prophylaxis of malaria in central and southern Brasil. In R Ross, The Prevention of
Malaria, John Murray, London. p. 390-398.

llustracBes: As ilustracfes devem ser limitadas ao minimo necessario para exemplificar estruturas ou
condicBes particulares, para sintetizar dados ou para registrar resultados quantitativos. Detalhes de
resultados apresentados nessa forma ndo devem ser repetidos no texto. Figuras e tabelas devem ser
compreensiveis sem a necessidade de referéncia ao texto.

- Figuras devem ser apresentadas em uma folha de mesmo tamanho que as do manuscrito. As fotografias
devem ser bem nitidas, com alto contraste, ampliadas em preto e branco em papel brilhante. As
fotografias e os desenhos devem ser marcados no verso com o nome do autor, o nimero da figura e uma
seta indicando a parte de cima da ilustracdo. Se apresentadas Iaminas, as figuras devem ser numeradas
consecutivamente em algarismos arabicos. As escalas devem ser indicadas por uma linha ou barra na
figura, e referenciadas, se necessario, na legenda (por exemplo, bar = 1 mm etc.). Laminas e graficos
devem ajustar-se tanto em uma coluna (7 cm) ou na largura completa (14.5 cm) da pagina, e devem ser
menores que a pagina para permitir a inclusdo da legenda. As legendas devem ser encaminhadas em uma
folha separada. As letras e nimeros nas figuras devem ter tamanho legivel ap6s a redugéo ou a impressdo.
lHustracOes coloridas somente podem ser aceitas se 0s autores assumirem os custos. Por outro lado, uma
fotografia colorida ilustra a capa de cada fasciculo de Mem@rias, e 0s autores sdo convidados a submeter
para consideracdo da revista ilustragdes com legendas de seus manuscritos que poderdo vir a ilustrar a
capa sem custos para 0s autores.
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- Tabelas devem complementar, e ndo duplicar, o texto. Elas devem ser numeradas em algarismos
romanos. Um titulo breve e descritivo deve constar no alto de cada tabela, com quaisquer explicacbes ou
notas de rodapé (identificadas com letras a, b, ¢ etc.) colocadas abaixo.

Comunicacdes breves devem ser breves e diretas. Seu objetivo é comunicar com rapidez resultados ou
técnicas particulares. As comunicacBes ndo devem ocupar mais do que quatro paginas impressas,
incluindo figuras e/ou tabelas. Ndo devem conter referéncias em excesso. As referéncias devem ser
citadas no final do texto, usando o mesmo formato para artigos originais. Um resumo breve e trés
palavras-chave devem ser apresentados.

Formato alternativo: Os manuscritos podem ser submetidos seguindo os "Uniform Requirements for
Manuscripts Submitted to Biomedical Journals" produzidos pelo International Committee of Medial
Journal Editors, também conhecidos como Vancouver Style. Nesse caso, os autores devem seguir as
diretrizes da quinta edicdo (Annals of Internal Medicine 1997; 126: 36-47, ou no website
http://www.acponline.org/journals/resource/unifregr/htm), sendo responsaveis por modificar o manuscrito
onde diferir das instru¢des aqui apresentadas, se 0 manuscrito for aceito para publicacdo. Os autores
também deverdo seguir os Uniform Requirements para quaisquer outras diretrizes omitidas nestas
instrucdes.

Uma vez que um trabalho seja aceito para publicagdo, os autores devem enviar:

- um disquete contendo o texto completo da versdo final aprovada do manuscrito (incluindo tabelas e
gréaficos), processado em um editor de texto como Word ou Word Perfect para Windows (formato
Macintosh devera ser convertido);

- uma declaracdo assinada por todos os autores afirmando que:

(i) todos os dados contidos no trabalho sdo precisos;

(ii) todos os autores participaram do trabalho de forma substancial e estdo preparados para assumir
responsabilidade publica pelo seu conteldo;

(iii) o manuscrito ora apresentado a essa revista ndo esta sendo publicado no todo ou em parte por outra
revista, assim como ndo esta sendo encaminhado para outra publicacdo. Autores de diferentes paises ou
instituicdes podem assinar em diferentes folhas que contenham a mesma declaragéo;

- uma declaracdo de copyright fornecida pela producdo editorial da revista, assinada pelo autor
responsavel pela correspondéncia.

Taxas: A revista ndo cobra taxas para publicacéo.

Provas: Serdo enviadas provas tipograficas aos autores para a corre¢do de erros de impressao. As provas
devem retornar para a Producdo Editorial na data estipulada. Outras mudang¢as no manuscrito original ndo
serdo aceitas nesta fase.

Separatas: Os autores receberdo 30 separatas gratuitamente. Junto, um formulario de pedidos e uma lista
de precos serdo enviados aos autores, permitindo que novas separatas sejam solicitadas

Checklist para os manuscritos

Os autores devem verificar cada um dos itens abaixo antes de enviar seus manuscritos a Memérias do
Instituto Oswaldo Cruz.

e Incluir uma carta de apresentacdo assinada por todos os autores, junto com 0 manuscrito,
especificando o nome do autor que seré responsavel pela correspondéncia, assim como endereco,
ntmeros de telefone e fax, e e-mail.
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Enviar quatro copias do manuscrito (original mais trés cépias), cada uma acompanhada de um

jogo completo de ilustracdes.

e Todo o manuscrito (incluindo tabelas e referéncias) deve ser digitado em espacgo duplo, usando
fonte tamanho 12, e impresso em folhas de papel de tamanho padrdo. Margens esquerdas e
direitas devem ser de pelo menos 3 cm.

e As paginas devem ser numeradas a partir da pagina de rosto.

e A pdgina de rosto deve incluir um cabegalho com no maximo 40 letras e espagos, um titulo de no
maximo trés linhas impressas (250 letras e espacos), nomes dos autores (ndo citar titulos ou
graus), afiliagGes institucionais, endereco completo do autor responsavel pela correspondéncia, e
notas de rodapé indicando as fontes de recursos financeiros e mudangas de endereco.

e A ordem de apresentacdo do material em todos os manuscritos deve ser a seguinte: cabecalho,
titulo, autores, afiliagdes institucionais, resumo, palavras-chave, notas de rodapé, introducao,
materiais e métodos, resultados, discussdo, agradecimentos, referéncias, tabelas, legendas para as
figuras, e figuras.

e As referéncias devem ser citadas no texto entre parénteses, por exemplo, (Chagas 1909). As

referéncias ndo citadas no texto ndo podem aparecer na se¢do de referéncias. As referéncias

bibliograficas devem seguir o formato estabelecido pelo "Index Medicus and Biological

Abstract” (veja exemplos em Formato e estilo).

Se um trabalho ndo publicado de autoria de um dos autores do manuscrito for citado (ou seja, um artigo
"in press"), serd necessario incluir a carta de:

e aceitacdo da revista que publicara o referido artigo.

e Se dados ndo publicados pertencentes a outros pesquisadores forem citados pelo manuscrito, sera
necessario incluir uma carta de autorizagdo dos respectivos autores dos referidos dados.

e Incluir quatro impressoes de cada figura em papel fotografico ou produzidas por laser.
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ATA DE DEFESA DE DISSERTACAO DO PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM
CIENCIAS BIOLOGICAS, NIVEL MESTRADO, DO CENTRO DE CIENCIAS
BIOLOGICAS DA UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO.

Aos quatro dias do més de agosto de dois mil e seis, as catorze horas, no Auditorio do
Centro de Ciéncias Biologicas, realizou-se a Defesa de Dissertagio apresentada pela
Mestranda Cynarha Daysy Cardoso da Silva, intitulada: "Identificacio histoquimica de
carboidratos em epididimo e funiculo espermitico humano de pacientes com filariose"'.
A Banca Examinadora foi homologada em seis de julho de dois mil e seis, pela PROPESQ,
tendo como membros titulares, 0s Professores: Luiz Bezerra de Carvalho Junior
(Orientador), Doutor em Bioquimica, pela Universidade de Saint Andrews, Escocia,
Eduardo Isidoro Carmeiro Beltrdo, Doutor em Ciéncias Biologicas, pela Universidade
Federal de Pernambuco, Patricia Maria Guedes Paiva, Doutora em Ciéncias Biologicas,
pela Universidade Federal de Sio Paulo; Maria Tereza dos Santos Correia, Doutora em
Ciéncias Biologicas, pela Universidade Federal de Sdo Paulo e Maria das Gracas Carneiro
da Cunha, Doutora em Biotecnologias, pela Universidade Técnica de Lisboa, Portugal,
suplentes. O Prof*. Luiz de Carvalho deu inicio a Sessdo, para apresentacdo de defesa de
Dissertagio de Mestrado. Agradeceu a presenga de todos em seguida passou a palavra a
Mestranda para sua apresentagdo que efetuou durante vinte e cinco minutos. Continuando, 0
Prof. Luiz de Carvalho solicitou & Comissdo Examinadora a ocupar seus lugares. A seguir,
procedeu-se a argiii¢do na seguinte ordem: Dr.* Patricia Paiva (1° examinador); Dr. Eduardo
Beltrio (2° examinador), Dr. Luiz de Carvalho (3° examinador). O presidente fez
agradecimentos e em seguida solicitou dos convidados que se retirassem por alguns minutos
a fim proceder a avaliagdo. A Banca Examinadora atribuiu a Cynarha Daysy Cardoso da
Silva a seguinte mengdo: "Aprovada com Distingfio” por unanimidade. Face ao resultado a
mesma esta apta a colar o grau de Mestre em Ciéncias Biologicas, Area Biotecnologia, pela
Universidade Federal de Pernambuco. Nada mais havendo a tratar a sessdo foi encerrada e
para constar eu, Adenilda Eugénia de Lima, Secretaria, lavrei, datei e assinei a presente ata

que também assinam 0s demais presentes. Recife, 04 de agosto de 2006.
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