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Resumo

As leishmanioses sdo doencas causadas por protozoarios do género
Leishmania, parasito que infecta e se multiplica em células do sistema monaocitico
fagocitario de diversas espécies animais. Sdo doencas enquadradas como
negligenciadas pela Organizagdo Mundial de Saude (OMS) e que afetam
populacdes em diversos paises. No Brasil ja estdo presentes em todas as regioes,
causando prejuizos a saude publica e oneracdes com tratamentos e prevencao.
Antes associadas a areas rurais, as leishmanioses hoje afetam também
populacbes urbanas e os cdes séo considerados principais reservatorios da LV
nesses ambientes. A transmissao do parasito se da quando o inseto flebotomineo
ingere formas infectantes de leishmania ao realizar repasto sanguineo em animais
infectados, podendo transmitir esses parasitos em novo repasto. Para o
diagnéstico da LV séo utilizados o Teste Rapido Imunocromatografico (TRI) para
triagem e os testes sorolégicos Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) ou
Ensaio Imunoenzimatico (EIE) e a Reacdo de Imunofluorescéncia direta (RIFI),
além da Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR) e o exame direto como
confirmatdrios. O exame direto, com a observacdo do parasito em amostras
biolégicas, é considerado teste padrdo ouro, mas requer pessoal treinado para a
identificacdo do protozoario na amostra. Métodos como a imunocitoquimica
podem aumentar a acuracia dessa observacdo. O presente trabalho comparou 4
técnicas de preparacdo de amostras citolégicas (cellblock, formol 10%, metanol e
paraformaldeido/PBS) extraidas de medula éssea, pele e linfonodo, de 20 cées
soropositivos para Leishmania sp., submetidas a protocolo de imunocitoquimica
(ICQ). Com o protocolo de ICQ desenvolvido notou-se aumento de 15% de
positivos em ICQ de medula 6ssea em relagcdo ao exame citopatolégico, de 30%
na analise de linfonodos e de 5% para pele quando comparados aos exames
citopatolégicos, aumentando assim a eficiéncia do diagndéstico. As técnicas de
fixacdo do material biolégico apresentaram imunomarcacdo satisfatorias com
melhores resultados obtidos pela técnica de cellblock de agarose seguida pela
fixacdo em formol a 10% e emblocamento em parafina, fixagdo em alcool metanol

e por ultimo a técnica de fixacdo em paraformaldeido/PBS.



ABSTRACT

Leishmaniasis are diseases caused for protozoa of the genus Leishmania, a
parasite that infects and multiplies in cells of the monocytic phagocytic system of
several animal species. They are diseases framed as neglected by the World
Health Organization (WHO) and affecting populations in several countries. In Brazil
they are already present in all the regions, causing damages to the public health
and wages with treatments and prevention. Previously associated with rural areas,
leishmaniasis today also affect urban populations and dogs are considered the
main LV reservoirs in these environments. The transmission of the parasite occurs
when the phlebotomine insect ingests infectious forms of leishmania when
performing blood ingestion in infected animals, being able to transmit these
parasites in new ingestion. For the diagnosis of VL, the Rapid
Immunochromatographic Test (TRI) for screening and the Enzyme Linked
Immunosorbent Assay (ELISA) or Immunoenzymatic Assay (EIE) and the Direct
Immunofluorescence Reaction (IFR) tests, in addition to the Polymerase Chain
Reaction (PCR) and direct examination as confirmatory. Direct examination, with
the observation of the parasite in biological samples, is considered gold standard
test, but requires personnel trained in the identification of the protozoan in the
sample. Methods such as immunocytochemistry may increase the accuracy of this
observation. The present work compared 4 techniques for the preparation of
cytological samples (cellblock, 10%  formaldehyde, methanol and
paraformaldehyde / PBS) extracted from bone marrow, skin and lymph node of 20
dogs seropositive to Leishmania sp., Submitted to an immunocytochemistry
protocol (ICQ) . With the ICQ protocol, a 15% positive increase in bone marrow
ICQ was observed in relation to cytopathological examination, 30% in lymph node
analysis and 5% in skin when compared to cytopathological tests, thus increasing
the efficiency of the diagnosis. The techniques of fixation of the biological material
presented satisfactory immunostaining with better results obtained by the agarose
cellblock technique followed by fixation in 10% formaldehyde and paraffin
embedding, fixation in alcohol methanol and lastly the fixation technique in

paraformaldehyde / PBS.
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1. INTRODUCAO

A leishmaniose visceral (LV) € uma doenca causada por protozoarios e de
importancia mundial. No Brasil o agente causador da LV € Leishmania infantum e
0s vetores sdo insetos flebotomineos do género Lutzomia sp., sendo L.
longipalpis o de maior importancia. Os casos de LV no Pais vém aumentando nas
dltimas décadas, tanto em humanos quanto em céaes, que constituem o principal
reservatorio (ALVAR et al.,, 2004, BRASIL, 2017). As leishmanioses possuem
carater cronico e acometem pessoas de todas as idades e sexo, porém criancas e
idosos sdo mais suscetiveis (BRASIL, 2017). A Organizacdo Mundial da Saude
estimou em 2015 300.000 novos casos/ano de LV, com mais de 20.000 mortes
em todo o mundo (WHO, 2015). Leishmania é um parasito intracelular do sistema
fagocitico mononuclear, que promove supressao reversivel e especifica da
imunidade celular. Dessa forma permite a multiplicacdo descontrolada do
protozoario e a disseminagdo em seu hospedeiro. Possui tropismo por 6rgaos
como baco, medula 6ssea, linfonodos e figado. Pacientes com leishmaniose
podem ndo apresentar sintomas e, quando o0s apresentam,observam-se febre
baixa e persistente, hepatomegalia, esplenomegalia, caquexia, aumento dos
niveis de gamaglobulina e pancitopenia (MARZOCHI et al., 1985). Nos céaes
observa-se doenca de carater insidioso, que pode ser subclinica ou com
manifestacdes clinicas dependentes da resposta imunoldgica de cada animal
(GONTIJO; MELO, 2004).

Segundo as recomendacdes do Ministério da Saude (BRASIL, 2017), o
diagnédstico da leishmaniose em humanos deve ser feito a partir de reacdo de
imunofluorescéncia indireta (RIFI) e ensaios imunoenzimaticos (EIE), podendo se
lancar mao de testes rapidos imunocromatograficos para triagem. Na RIFI, com
resultado expresso em diluicbes, sdo aceitas como positivas diluicdes a partir de
1:80. O diagndstico parasitolégico, porém, é o método de certeza, por se basear
na observacdo do parasito no material colhido de puncbes de baco, figado,
linfonodo, medula éssea ou escarificacdo da pele. O diagnostico da doenca
canina é semelhante ao realizado em humanos, podendo ser baseado no exame
soroldgico, com utilizagcdo de testes rapidos para triagem e, como confirmatorios,
o ELISA ou parasitolégico (BRASIL, 2017). A PCR é uma importante ferramenta
diagnédstica, porém por ser dispendiosa, ndo € a preferéncia em acbes da

Vigilancia em Saude. Caes subclinicos podem ter resultado negativo nos testes
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soroldgicos (ASSIS et al., 2010) além de poder haver reacdo cruzada com
tripanossomiases (T. cruzi) na RIFI e no ELISA, sendo a PCR o teste mais
confiavel nesses casos (TRONCARELLI et al., 2009). Esta, porém, nem sempre &
acessivel em relagdo ao preco e a disponibilidade. O teste citopatolégico € uma
alternativa rapida e de baixo custo para visualizacdo direta do parasito em
amostras obtidas de tecidos (SANTOS, 2011) e a sensibilidade desse teste pode
ser aumentada associando técnicas de imunomarcacdo em amostras citologicas
(imunocitoquimica), desde que sejam utilizados técnicas e marcadores
adequados (FOWLER; WHITNEY, 2008).

Animais positivos para Leishmania sp. possuem recomendacédo, por parte
do Ministério da Saude, de serem encaminhados para eutanasia como medida de
controle da doenca porém, em portaria publicada em 2016, por meio de nota
técnica, o Ministério da Agricultura, juntamente com o Ministério da Saude,
liberaram o uso do farmaco Miltefosina para tratamento da LVC (BRASIL, 2016).
O licenciamento do uso da Miltefosina para o tratamento de cées corroborou a
importancia de diagndsticos mais precisos, a fim de que os tutores possam optar
pela terapia medicamentosa e para 0 acompanhamento da evolugcdo do
tratamento.

A padronizacdo de métodos de coleta, confeccdo de Iaminas citolégicas e
protocolo de imunocitoquimica podem servir de op¢ado complementar para testes

soroldgicos.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivos Gerais

Padronizacdo do exame de imunocitoquimica para o diagnéstico da
Leishmaniose visceral canina (LVC).

Avaliacado da efetividade da imunocitoquimica como método complementar

ao exame sorolégico no diagndstico da LVC.

2.2  Objetivos especificos

e Comparar técnicas de fixagdo de células em laminas de vidro;

e Comparar intensidade de parasitismo em diferentes amostras

bioldgicas (medula 6ssea, linfonodo e pele);

e Relacionar status clinico a intensidade de parasitismo
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3. JUSTIFICATIVA

As leishmanioses, doencas transmitidas por vetores, constituem um grande
desafio para a saude publica e o cao ainda € considerado principal reservatorio
urbano da LV (ALVAR et al., 2004, BRASIL, 2017). No Brasil a quantidade de
caes domiciliados cresce a cada ano e segundo dados do Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica (IBGE) de 2013, ano do ultimo senso realizado no pais
também dedicado a populacdo urbana animal, o pais tem cerca de 52,2 milhdes
de cées, ocupando o segundo lugar no cenario mundial em populagdo canina
(IBGE, 2013). Como a recomendac¢dao por parte do Ministério da Saude como uma
das medidas do programa de controle da doenca € a eutanasia dos caes positivos
(BRASIL, 2016), adequadas técnicas de diagndstico sao primordiais.

No ano de 2016 o Ministério da Saude recebeu 3.626 notificacdes de casos
de LV em humanos, com 275 mortes registradas em todo o Pais (BRASIL, 2016).
Dados sobre a infeccdo e o niumero de cdes submetidos a eutanasia ndo sao
precisos, devido a falta de diagndstico e a ndo exigéncia de subnotificacdo. Cabe
aos municipios o acompanhamento e a monitoracdo de casos de LV em humanos
e cdes. Os testes preconizados pelo Ministério da Saude sao os sorolégicos e TRI
(BRASIL, 2017), porém diversos estudos questionam dados de especificidade
desses testes (ASSIS et al.,, 2010, TRONCARELLI et al., 2009), entdo exames
complementares que demonstram a presenc¢a do agente, como a PCR e 0 exame
parasitologico direto, sdo utilizados por clinicos veterinarios para confirmar o
diagnostico, orientando a conduta clinica (OLIVEIRA et al.,, 2011).Em trabalho
realizado em 2011 na cidade de Botucatu (estado de Sao Paulo, Brasil), Silva e
colaboradores utilizaram em seu estudo 155 cées eutanasiados pelo servico de
vigilancia do municipio do Rio de Janeiro, Brasil, devido a sorologia positiva (RIFI
1:40). Destes, apenas 29 foram positivos em cultura parasitolégica e na sua
andlise desta, apenas em 14 foi detectada L. infantum, sendo ainda encontrada L.
braziliensis em cinco amostras e Trypanosoma caninum em outros sete caes.
Gracas a semelhanca genética entre L. infantum e T. cruzi pode haver reacfes
cruzadas nos exames sorologicos entre essas espécies de tripanosomatideos
gerando falsos positivos e até mesmo falsos negativos. Em estudo realizado de
100 céaes avaliados em teste de anticorpo fluorescente, 65% das amostras foram
positivas para Leishmania sp. e 40% para T. cruzi. Ao realizarem exame

parasitologico direto e PCR de figado e baco, os autores observaram
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respectivamente que 59% e 76% das amostras de figado e 51% e 72% das
amostras de baco de caes eram positivos para Leishmania sp.(TRONCARELLI et
al., 2009).

A imunomarcacdo em cortes histolégicos ou materiais provenientes de
coletas citologicas aumenta a acuracia diagnostica de testes diretos e a descricdo
das técnicas realizadas é de extrema importancia para critério de escolha da mais
adequada, o que permite compara-las (SHIVAKUMARSWAMY et al., 2012).

O presente trabalho compara a eficiéncia na fixacdo do material celular em
laminas citologicas através da utilizacdo de quatro técnicas diferentes, em
amostras bioldgicas de cées sororreagentes para Leishmania sp. fornecendo

informacdes sobre a efetividade dessas técnicas e pluraliza-las.
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4. REVISAO DE LITERATURA

4.1 Leishmaniose visceral

As leishmanioses sdo zoonoses causadas por protozodrios do género
Leishmania, cuja transmissdo ocorre através de vetores artrépodes do género
Lutzomyia. Leishmania sp. pertence a classe Kinetoplastida, ordem
Trypanosomatida e a familia Trypanosomatidae (ROSS, 1903). Mais de vinte
espécies de leishmania foram descritas parasitando humanos e foram agrupadas
em complexos, de acordo com caracteristicas, sdo estes: complexo Leishmania
braziliensis, Leishmania mexicana e Leishmania donovani. Onze dessas espécies
sdo do subgénero Leishmania (ROSS, 1903) e onze do subgénero Viannia
(LAINSON; SHAW, 1998), sendo que Leishmania (Leishmania) amazonensis,
Leishmania (Leishmania) infantum, Leishmania (Viannia) braziliensis, Leishmania
(Viannia) guyanensis, Leishmania (Viannia) lainsoni, Leishmania (Viannia) naiffi,
Leishmania (Viannia) shawie, Leishmania (Viannia) lindenbergi causam doenca
em humanos (LAINSON et al.,, 1994), e L. infantum é a mais importante em
termos epidemioldgicos no Brasil, responsavel pela leishmaniose visceral humana
e canina (BRASIL, 2017).

L. infantum possui uma fase de desenvolvimento no hospedeiro artropode
e uma fase em um hospedeiro vertebrado. Quando o inseto realiza o repasto
sanguineo em um vertebrado portador de leishmania ingere formas amastigotas,
as quais se diferenciam no trato gastrintestinal do inseto em formas promastigotas
prociclicas. Estas se multiplicam e se diferenciam em metaciclicas, que chegam
até a valvula faringeana do flebotomineo. A transmissao ocorre quando as fémeas
realizam novo repasto sanguineo, regurgitando as formas promastigotas
infectantes. O ciclo completo do parasito no inseto dura em torno de 72 horas
(PIMENTA et al., 2003).

Os flebotomineos vetores da leishmaniose séo artrépodes dipteros e
holometabdlicos (possuem os estagios de vida ovo, larva, pupa e adulto). Sao
muito pequenos, de corpo delgado e superficie pilosa, medem aproximadamente
0,25 cm, possuem pernas longas e asas lanceoladas, as quais permanecem
abertas ao pousarem em uma superficie. Somente as fémeas ingerem sangue,
importante para o0 desenvolvimento ovariano. A alimentacdo principal do

fleb6étomo é constituida de carboidratos encontrados em matéria organica, a qual
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também serve de abrigo a esses insetos. Eles possuem habitos crepusculares a
noturnos (FORATTINI, 1973; BRASIL, 2017).

Apos um periodo de 72 horas as fémeas que se infectaram com formas
amastigotas podem realizar um novo repasto sanguineo em um hospedeiro
vertebrado e eliminar as formas promastigotas infectantes na saliva. Na epiderme
do hospedeiro, os protozoarios sdo fagocitados por células do sistema monocitico
fagocitario, ha formacao de vacuolo parasitoforo no interior de macréfagos e os
protozoarios se diferenciam em amastigotas nessas células. Estas formas podem
ser liberadas, infectando novos macrofagos, que podem ser transferidos para
outros tecidos, como baco, linfonodos, figado, medula Ossea e pele. A
transmissao ocorre enquanto houver parasitos na pele e/ou no sangue periférico
do hospedeiro (BRASIL, 2016).

Os caes constituem o principal reservatério da LV, porém outras espécies
de mamiferos, pertencentes as ordens Primata, Carnivora, Rodentia,
Didelphimorphia, Artiodactylae a superordem Xenarthra possuem importancia
como reservatérios das espécies de leishmania (LAINSON; SHAW, 1998). As
aves domésticas, principalmente galindceas, possuem importancia, pois podem
gerar ambiente favoravel a proliferacdo do flebotomineo, por causa dos dejetos
gerados por esses animais. Didelfideos, como os gambas, também demonstraram
importancia na mediacao entre o ciclo silvestre e o urbano da LV (BORGES et al.,
20009).

4.1.1 Aspectos epidemioldgicos

Inicialmente a LV possuia um carater rural no Brasil, porém a expanséao
para areas urbanas mais populosas foi ocorrendo com o passar dos anos.
Segundo dados do Ministério da Saude, de 1999 a 2016 houve registro de 84.922
casos de LV em humanos, abrangendo todas as regides brasileiras, inclusive
estados da Regido Sul, até entdo livres da doenca (SINAN, 2016). Na década de
90, a maior porcentagem de casos (90%) se concentrava na Regido Nordeste, o
que foi se modificando com a expansao para outras regides (WERNECK, 2010).

Fatores como o desmatamento e as mudancgas climaticas sdo associados a
ocorréncia das leishmanioses no Brasil e no mundo. Quando ocorre o corte das
arvores, a decomposicao gradual da matéria organica vegetal promove alteracées

nos locais de abrigo e criadouros dos flebotomineos, os quais acabam por
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explorar novos ambientes, aproximando-se de &reas urbanizadas (ARAUJO
FILHO, 1981; WHO, 2002). Em estudo publicado em 2016, Mendes e
colaboradores correlacionaram o aumento do periodo de chuvas em algumas
regibes brasileiras com o aumento do numero de internagBes decorrentes de

leishmaniose.

4.1.2 Acdes de vigilancia e controle no Brasil

Em 2003, o Ministério da Saude lancou o Manual de Vigilancia e Controle
da Leishmaniose Visceral, de carater informativo, que explana sobre
caracteristicas gerais da doenca, aspectos clinico-laboratoriais, tratamento, acées
em vigilancia epidemioldgica e medidas de prevencédo e controle da LV no Brasil
(BRASIL, 2016). As ac¢bes da vigilancia em saulde sdo direcionadas a vigilancia
entomoldgica, a identificacdo de casos humanos e caninos. A cartilha prop&e que,
em caso de diagnostico da doenca humana, a notificacdo aos 0Orgaos
competentes devera ser compulséria. O diagnostico deve ser feito o mais rapido
possivel, com tratamento e acompanhamento, respeitando o0s niveis de
complexidade do Sistema Unico de Saude (SUS). No caso dos cdes a
recomendacdo é, assim que detectada a doenga por meio de exame soroldgico, a
eutanasia (BRASIL, 2017).

4.1.3 Patogénese

A LV é caracterizada por amplo espectro clinico, que compreende desde
manifestacdes discretas (oligossintométicas), moderadas a graves. E uma doenca
de evolucao crénica, de sinais clinicos inespecificos, tanto em humanos quanto
em caes. Em humanos pode se observar febre prolongada, esplenomegalia e
hepatomegalia e evolugcdo para caquexia e imunodepressédo, muitas vezes com
agravo do quadro por infec¢des secundérias (CONTI; PINTO JUNIOR, 2015). Ao
chegar ao sistema monocitico fagocitario o protozoario se utiliza dos macréfagos
para alcancar os 6rgdos linfoides do hospedeiro. E nestas células que ocorre a
diferenciacdo das formas promastigotas em amastigotas, que sofrem fissdo
binéria, multiplicam-se dentro das células fagocitarias e assim chegam ao baco,
ao figado, a medula 6ssea e aos linfonodos, 0 que caracteriza a cronicidade da
doenca (BANETH, 2012). Além disso, a entrada rapida em macréfagos permite o

escape dos mecanismos microbiocidas dos neutrofilos (MACHADO et al., 2004).
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No macrofago ocorre o processamento e a apresentacdo do epitopo as células T,
tanto a linhagem Thl quanto Th2. A primeira gera uma resposta induzida por
células, com liberacdo das interleucinas IL-2 e IL-12, interferon-gama (INF-Y) e
fator de necrose tumoral, com ativagdo de novos macréfagos e aumento da
efetividade das células fagocitarias. J& a resposta do tipo Th2 gera liberacdo de
IL-4, IL-5 e IL-10 e fator de transformacdo e crescimento beta (TGF- B),
estimulando uma resposta adaptativa, ou seja, mediada por anticorpos
(BACELLAR et al., 2000). O tipo de resposta predominante se deve ao carater
genético e individual (DAY, 2007). Assim, a resisténcia ou a suscetibilidade esta
ligada ao tipo de resposta apresentada pelo organismo, sendo a do tipo Thl
protetiva e a do tipo Th2 supressora de resposta a LV (BACELLAR et al., 2000).

O tipo de resposta esta intimamente ligado ao curso clinico do paciente.
Assim, quando a resposta mediada por células é predominante, o sistema imune
€ capaz de combater a infeccdo e a doenca permanece subclinica (CARNEIRO,
2016). A persisténcia de um perfil tipo Th2 faz com que ocorra estimulo para a
producdo de imunoglobulinas pelos linfécitos B, entdo o animal apresenta altos
titulos de anticorpos, com manifestacdo clinica. A exacerbada producdo de
células B e macrofagos promove esplenomegalia, linfadenomegalia,
hepatomegalia e hipergamaglobulinemia (FEITOSA et al.,, 2000). O aumento de
gamaglobulina causa processos inflamatérios em diversos orgéos, pois promove
0 depoésito de imunocomplexos nas paredes dos vasos (BANETH; SOLANO-
GALLEGO, 2012).

4.1.4 Diagnostico

O diagndstico preconizado pelo Ministério da Saude em humanos se
baseia no exame soroldégico de RIFI e ELISA, aceitando-se como positivas
diluicbes a partir de 1:80 na RIFI. Se os titulos forem iguais a 1:40deve ser
solicitado reteste apos 30 dias (BRASIL, 2017).

Pode ser realizado exame parasitologico, sendo a medula éssea o local de
eleicdo para coleta. O procedimento € realizado colocando-se uma gota do
material aspirado em lamina de vidro, fazer esfregaco, secagem e fixagdo do
material em &lcool metilico, prosseguindo com coloracdo de Giemsa, Wrigth ou
Panotico. Deve se examinar 200 campos microscopicos (objetiva de 40x) para

que se considere uma lamina negativa (BRASIL, 2016, 2017).
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O exame diagnodstico para a LVC é semelhante ao dos humanos e pode
ser baseado nos testes soroldgicos ou parasitologico, sendo esse ultimo o método
de certeza (especificidade de 100%), por se basear na visualizacdo do parasito
em material proveniente de aspirados de figado, linfonodos, baco, medula 6ssea
ou escarificacdo de pele, porém € de dificil realizacdo em programas de salde
publica e necessita de profissional qualificado para anéalise (BRASIL, 2016).

Para triagem de animais foi validado um teste rapido em 2011, o chamado
teste rapido imunocromatografico (TRI). Ele detecta as imunoglobulinas G (IgG)
gue se ligam a proteina recombinante rK39, que é derivada de um antigeno
especifico encontrado no complexo L. donovani. Os TRIs séo realizados usando-
se uma gota de sangue total ou soro e o resultado sai em cerca de 20 minutos
(MARCELINO; SOUZA FILHO, 2015). Porém a utilizacdo de testes rapidos com
utilizacao da rK39 possuem sensibilidade reduzida (61 a 75%) se comparados ao
EIE, além de estudos sugerirem reacdo cruzada com outras infeccbes
(REITHINGER et al., 2002).
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5. MATERIAL E METODOS

5.1 Delineamento do estudo

O estudo trata do emprego de técnicas diagnosticas para LVC utilizando-se
0S exames citolégico e imunocitoquimico, bem como padronizagdo de uma
técnica mais simples rapida e de maior acuracia.

Foi realizado ensaio pré-experimental com coleta de dados dos exames
citoldgicos realizados no SPV-UFLA no periodo de 1 janeiro de 2013, quando o0s
primeiros casos de LVC comecaram a ser diagnosticados na cidade de Lavras, a
1 de janeiro de 2018, para observacdo da frequéncia das requisicoes para
diagnéstico citopatologico de LVC e quais 6rgdos eram preferenciais para a
pesquisa do parasito.

Foram utilizadas amostras biolégicas de 20 caes sororreagentes para LVC
no ELISA (titulacdo acima de 1:80), provenientes Secretaria de Vigilancia
Epidemiolbgica da Prefeitura Municipal de Lavras, Minas Gerais, Brasil

O experimento foi aprovado pelo comité de ética para uso de animais em
pesquisa da Universidade Federal de Lavras sob numero de Protocolo 010/18 em
22/03/2018.

5.2 Exame fisico dos animais

Os cées passaram por exame fisico, em que foram anotados os dados do
animal, como sexo, raca e estado corporal, Realizou-se avaliacdo da pele,
mucosas, unhas; além da palpacao de linfonodos e abdémen para avaliacdo do
baco. Os animais receberam classificacdo de acordo com os sinais clinicos em:
assintomaticos (sem sinais clinicos), oligossintomaticos (com até trés sinais) e
sintomaticos (mais de trés sinais clinicos) de acordo com classificacdo proposta
pelo Ministério da Saude (BRASIL, 2016). Esses animais foram submetidos a
eutandsia no SPV-UFLA, como preconizado pelo Ministério da Saude para cées
soropositivos (BRASIL, 2017). O método de eutandsia foi realizado conforme

orientacdes do Conselho Federal de Medicina Veterinaria (CFMV, 2012).
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5.3 Coleta de amostras para citologia e imunocitoquimica

Amostras bioldgicas de trés sitios utilizados comumente nas rotinas clinicas
foram coletadas; puncdo aspirativa de linfonodo popliteo, puncdo de medula
0ssea em extremidade proximal de fémur e raspado cutaneo profundo em regides
com alopecia (periorbital e regido distal de pina), ou em caso de auséncia de
lesbes de pele, da regido distal da pina. Nas areas de coleta foi realizada
tricotomia com lamina e antissepsia com clorexidina degermante a 2%.

Para puncgao foram utilizadas agulhas calibre 0,8 mm (25x8) em linfonodos
e 1,6 mm (40x16 mm) para coleta de medula 6ssea, além de lamina de bisturi
para escarificacdo da pele.

As amostras provenientes de linfonodo popliteo foram obtidas através de
puncao aspirativa por agulha fina (PAAF), em que se acoplou a agulha a uma
seringa de 10 mL, inseriu-se a agulha no linfonodo, onde pressao negativa foi
aplicada com movimentos retrateis do embolo a medida que, com a agulha no
interior do oOrgdo, realizou-se movimentos de vai-vem. Posteriormente, com o
émbolo estavel retirou-se o conjunto agulha-seringa dos tecidos, desacoplou-se a
agulha da seringa, puxou-se o émbolo, conectou-se a agulha novamente a
seringa e depois, com um movimento Unico, o émbolo foi empurrado para
transferir o material colhido numa lamina para esfregaco e para um tubo de
ensaio para processamentos descritos adiante.

Para a técnica de puncao de medula 6ssea foi utiliza da agulha de grosso
calibre (40x16 mm), a qual foi introduzida na fossa trocantérica,na extremidade
proximal do fémur, com acoplamento de seringa de 10 mL e succ¢édo de material

medular para posterior processamento.

5.4  Tratamentos das amostras

Foram realizados quatro tratamentos para as amostras, com diferentes
processos de fixacdo em laminas de vidro silanizadas, para realizacao posterior
de técnica de imunocitoquimica; confeccdo de bloco de agarose, em formol a
10%, fixacdo em metanol ou em paraformaldeido diluido em PBS (4%).

Amostras para exame citopatolégico de rotina foram coletadas e realizada
coloracdo de Romanowsky (Pandtico rapido) e toda lamina foi analisada seguindo
em zigue-zague de uma extremidade a outra, para identificacdo das formas

amastigotas de Leishmania sp., ou para atestar a negatividade da amostra. As
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amostras positivas foram classificadas em negativas (-), + (leve, de 1 a 10
amastigotas em Objetiva de 40x), ++ (moderada, de 11 a 50 amastigotas em
objetiva de 40x) e +++ (acentuada, acima de 50 amastigotas em objetiva de 40x)

de acordo com a quantidade de formas amastigotas visualizadas.

5.5 Técnicas de fixagcdo de amostras de células em Idminas histoldgicas

5.5.1 Emblocamento em gel de agarose (cellblock) (T1)

Na técnica baseada em Zanoni; Kleeb e Xavier (2013), as amostras
citologicas dos trés tecidos dos 20 cées foram dispostas em tubo de ensaio, nos
gquaishouve o acréscimo de 2 mL de alcool 70°. O material foi centrifugado a 2000
rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e ao precipitado se
acrescentou agarose liquida a 2%, ainda morna. A mistura do precipitado com a
agarose foi homogeneizada e centrifugada a 2000 rpm por 10 minutos. Em
seguida a amostra ficou refrigerada a 1 a 8°C, por 10 minutos. O pellet formado foi
retirado do fundo do tubo, disposto em cassete histologico (FIGURA 1) e passou
por processamento histotécnico de rotina (desidratacdo em etanol, diafanizacao
em xileno, impregnacéo e inclusdo em parafina), cortes realizados em micrétomo

com espessura de 3 micrémetros, que foram dispostos em laminas histolégicas.

Figura 1 - Técnica de fixacdo de amostras biologicas. Cellblock de
agarose em cassete histolégico.
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Fonte: do autor.
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5.5.2 Fixagao em formol 10% (T2)

Na técnica baseada em Ramos et al. (2012), o material coletado foi
disposto em tubo de ensaio e diluido em 1 mL de solucao de formol tamponado a
10%, centrifugado a 2000 rpm durante 10 minutos. O precipitado transferido para
papel absorvente (FIGURA 2-A), disposto em cassete histologico (FIGURA 2-B) e
encaminhado para processamento histotécnico de rotina (desidratagcdo em etanol,
diafanizacdo em xileno, impregnacado em parafina) e emblocado em parafina apos
a remocdo do papel absorvente. O conglomerado de células emblocadas foi
cortado em microtomo com espessura de 3 micrometros e disposto em laminas

de vidro silanizadas.

Figura 2 - Técnica de fixacdo de amostras biolégicas. Fixacdo em formol 10%,
filtracdo (A) e acomodacdo em cassete histoldgico (B)
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Fonte: do autor.

5.5.3 Fixagdo em metanol (T3)

A técnica de fixacdo em metanol foi baseada em Vasconcelos et al. (2016).
Nessa técnica, o0 material coletado de medula 6ssea, pele e linfonodo foi disposto
em laminas silanizadas, fez-se a distensdo da amostra lamina de vidro com ajuda
de outra lamina (FIGURA 3). ApOs secar em temperatura ambiente, as laminas
ficaram mergulhadas em metanol por 3 minutos, lavadas por 3 minutos em agua

deionizada e ficaram em temperatura ambiente até secarem completamente.
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Figura 3 - Técnica de fixacdo de amostras bioldgicas. Fixacdo em metanol e
distensao lamina histoldgica.

Fonte: do autor.

5.5.4 Fixacdo em solucao de parafomaldeido (T4)

A solucdo de paraformaldeido utilizada nessa técnica foi confeccionada
diluindo 4% desse reagente em PBS (Phosphate Buffered Saline). As amostras
foram dispostas em tubo de ensaio e adicionou-se a solucdo de paraformaldeido
em uma proporgédo de 1:2 (uma parte da amostra para duas partes de solugéo
PBS-paraformaldeido). Apos fixacdo por 15 minutos e centrifugacdo por 10
minutos a 3000rpm, o sobrenadante foi descartado e, com 0 uso de uma pipeta,
as células do precipitado foram dispostas em laminas silanizadas (FIGURA 4),
nas quais foi distribuida a amostra e posteriormente foram secadas em

temperatura ambiente.

Figura 4 - Técnica de fixacdo de amostras biolégicas. Fixacdo em
paraformaldeido/PBS e distensdo em lamina histologica.

Fonte: do autor.
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5.6 Técnica de imunocitoquimica

Para protocolo de imunocitoquimica as laminas de tecidos emblocados em
parafina (T1 e T2) ficaram em estufa a 65°C para desparafinar por 40 minutos,
foram banhadas em xileno por 20 minutos, em &lcool 100% por 6 minutos, além
de dez lavagens em &lcool 90%, dez em &lcool 80% e dez lavagens em alcool
70% e, entdo, lavadas em agua deionizada por 3 minutos. As laminas das
técnicas 3 e 4 (T3 e T4) também ficaram imersas em agua deionizada por 3
minutos.

As amostras dos quatro protocolos de fixacdo foram submetidas ao
blogueio da peroxidase enddgena, realizado por incubacdo em solucédo de alcool
metilico e peréxido de hidrogénio (30 volumes) a 10% durante 10 minutos, em
temperatura ambiente. A recuperacdo antigénica foi realizada com solugéo de
citrato de sédio 10 mM, pH 6,0 por 6 minutos em micro-ondas (3
minutos,verificacdo do nivel de solucdo, mais 3 minutos) em poténcia maxima.
Para bloqueio das proteinas inespecificas se utilizou leite em p6é desnatado
Molico® diluido a 10% em &agua destilada, por 55 minutos em temperatura
ambiente.

Uma area de raio de cerca 1 cm foi marcada nas laminas com caneta
hidrofobica para restringir a area dos reagentes.

Foi utilizado anticorpo primario policlonal anti-Leishmania, produzido em
camundongos, obtido do Laboratério de Doencas Infecciosas (LIM-50) da
Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo, na diluicdo de 1:400 e
incubado em camara Umida e escura a 37°C por 2 horas.

Posteriormente as laminas foram lavadas em agua deionizada e foram
aplicados 100 mL de anticorpo secundario universal Dako EnVision®, e incubadas
por 30 minutos em camara Umida e escura. A revelacao foi feita com cromogeno
VECTOR®NovaRED por 6 minutos. As laminas foram lavadas em &gua
deionizada, contra-coradas com Hematoxilina de Harris por 3 segundos, lavadas
em agua deionizada e secas em estufa por 5 minutos, mergulhadas em xileno e
montadas com laminula e Entellan®.

Apés realizacdo do protocolo as laminas foram avaliadas em microscépio
optico. Foram contabilizadas as formas amastigotas de Leishmania sp.

imunomarcadas em seis campos de maior aumento (objetiva de 40x) e calculou-
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se a média. Foi calculada também a média da quantidade de células nucleadas

observadas em seis campos da lamina em objetiva de 40x.

5.7 Anélise estatistica

Para verificar se h& relagdo entre a média de células nucleadas colhidas
nas amostras e a média de formas amastigotas contabilizadas em seis campos
(objetiva de 40x) utilizou-se o coeficiente de correlacdo de Pearson e disperséao,
confeccionado em planilha Microsoft Excel®. Através dessa andlise pretendeu-se
saber se ha associacao entre as variaveis e qual a intensidade dessa associagao.
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6. RESULTADOS

6.1 Exame fisico

Dos cédes avaliados no estudo 13 (65%) eram fémeas e sete (35%)
machos. A grande maioria (80%) ndo possuia padréao racial definido, dois (10%)
eram da raca Poodle, um (5%) era Dobermann Pinscher e um (5%) Dachshund.

Metade dos caes estudados (10 animais) estava em boas condi¢coes
corporais (FIGURA 5), com escore variando de 2 a 4 (sendo 1 para caquéticos e 5
para cdes obesos); 35% dos animais apresentavam-se oligossintomaticos (até
trés sinais clinicos) e 65 % deles eram sintoméaticos (mais de trés sinais clinicos).
Dentre os sinais apresentados 80% possuiam alopecia em face, em diferentes
graus (FIGURA 6). Animais com ulceracdes e crostas em pina somaram 75% (15
animais) (FIGURA 7), 45% (9 animais) apresentavam onicogrifose (FIGURA 8).
Em relacdo aos linfonodos palpaveis, 15 dos 20 animais (75%) apresentavam
aumento generalizado (FIGURA 9), enquanto 13 deles apresentavam baco
palpavel com percepcdo de bordos arredondados (aumento de tamanho)
confirmados em necropsia (FIGURA 10)

Figura 5 — Cé&o 1 (A) e céo 4 (B). LVC. Exame fisico — bom estado corporal

Fonte: do autor.
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Figura 6 — Céo 3 (A) e cdo 7 (B). LVC. Exame fisico - alopecia e descamacao
cutanea em face.

Fonte: do autor

Figura 7 — Céo 16 (A) e cédo 7 (B). LVC. Exame fisico - Crostas e ulceracdes em
porcao distal de pina

Fonte: do autor.

Fonte: do autor.
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Figura 9 — Cao 7 (A e B). LVC. Exame fisico, palpacao de linfonodo popliteo (A)
e linfonodo axilar em necropsia (B) de animal apresentando
linfadenomegalia.

Fonte: do autor.

Figura 10 — Cao 14 (A) e cédo 10 (B). LVC. Necropsia - bagco aumentado de
volume

Fonte: do autor

6.2Exame citopatoldgico

6.2.1 Coleta de dados retrospectivos de exames citopatoldgicos

De 1 janeiro de 2013 a 31 de janeiro de 2019 foram realizados 1.686
exames citopatologicos no SPV-UFLA, destes, 184 (11%) foram para pesquisa de
Leishmania, com 127 exames apenas nos anos de 2017 e 2018 (GRAFICO 1). As
amostras biologicas mais frequentemente enviadas para analise foram linfonodo
(52%), pele (24%), medula éssea (20%), baco (2%) e sangue (2%). Dentre elas,
37 (20%) amostras foram positivas e 37 negativas; 70 amostras (38%) foram

inconclusivas e cinco continham material insuficiente, além de 35 (19%) com
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outros diagnosticos, como processos inflamatorios sem a visualizagdo de formas

amastigotas de Leishmania sp.

Gréfico 1 - Numero de exames citopatoldégicos para pesquisa de leishmania

realizados no SPV-UFLA entre os anos de 2013 e 2018.

Leishmania sp
2013-2018
80

Exames citopatoldgicos para pesquisa de

70

60 /
50

40 /

30 /

20 /

2013 2014 2015 2016

—— Citopatologico

2017

2018

Fonte: do autor

6.2.2 Exames citopatolégicos (CP)

Foi realizado exame citoldgico de distens6es de medula 6ssea, pele e

linfonodo popliteo dos 20 animais. Classificou-se quanto a quantidade de formas

amastigotas observadas em: - (negativo), + (leve, de 1 a 10 formas amastigotas),

++ (moderado, de 11 a 50 formas amastigotas) e +++ (acentuado, acima de 50

formas amastigotas). Os dados obtidos podem ser vistos na Tabela 1:
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Tabela 1 — Resultados da intensidade de formas amastigotas de por amostra
biolégica avaliada em lamina citologica de 20 caes sororreagentes
para Leishmania sp.

Amostra Medula 6ssea Pele Linfonodo
Animal

1 - - -
2 - - -
3 + - -
4 - - ;
5 - - -
6 - + -
7 - - -
8 - - .
9 ++ + -
10 - - -
11 + + -
12 + - +
13 + + -
14 + - -
15 + + -
16 = +++ ++
17 - - .
18 - . .
19 + ++ -
20 + - -

Legenda: -: negativo; +: leve (1 a 10 amastigotas); ++: moderado (11 a 50 amastigotas);
+++: acentuado (acima de 50 amastigotas).

Fonte: do autor.

6.3 Exames de imunocitoquimica (ICQ)

Apés realizacdo de protocolo de ICQ, 12 animais (60%) foram positivos em
pelo menos uma das técnicas de fixacdo de amostras de medula 6ssea (FIGURA
8). Para pele (FIGURA 9) e linfonodo (FIGURA 10) foram oito animais positivos
em ao menos uma das técnicas de fixacdo empregadas. Os resultados obtidos
dos 20 animais, para as trés amostras biolégicas e respectivas técnicas de

fixacdo em laminas estdo demonstrados na Tabela 2.
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Tabela 2—-Resultados dos exames citopatolégico e de imunocitoquimica de

amostras biolégicas de 20 caes sororreagentes para Leishmania sp.

Amostra Medula 6ssea Pele Linfonodo

Animal CP T1 T2 T3 T4 CP T1 T2 T3 T4 CP T1 T2 T3 T4
1 - - - - - - - - - - - - - -

3 + + + o+ o+ - - - - - -+ o+ o+ 4+

4 - + + + o+ - - - - - - - - - -

5 - - - - - - - - - - - - - - -

6 - - - - - + + o+ o+ o+ - + -+ -

7 - - - - - - - - - - - - - - -

8 - - - - - - -+ - - - - - - -

9 + + + + + + + - + + - - - -
10 - + + o+ - = - - - - - - - - -
11 + + + o+ o+ o+ -+ o+ o+ - -+ -+
12 + + + + o+ - - - - - + + + + o+
13 + + + + + + + + + 4+ - + + + o+
14 + + + o+ o+ - - - - - - - - - -
15 + + + + + + + + + - - - - - -
16 - - - - - + + + + + + + + o+ -
17 - - - - - - - - - - - - - - -
18 - + -+ - - - - - - - - - - -
19 + 4+ + + + + + - - - + + O+ o+
20 + + + o+ - - - - - - - + + - -
Total 9 12 11 12 9 7 6 7 6 5 2 7 7 6 5

Legenda: +: positivo; -: negativo; CP

10%; T3: metanol; T4: paraformaldeido/PBS.

: citopatoldgico; T1: cellblock de agarose; T2: formol

Fonte: do autor.

Contagens das formas amastigotas imunomarcadas foram realizadas em seis

campos de maior aumento (objetiva 40x). As médias da quantidade de

leishmanias/campo e os resultados por técnica foram agrupados na Tabela 3.
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Tabela 3 — Quantidade de formas amastigotas de observadas em laminas de
imunocitoquimica de diferentes amostras biolégicas de 20 cées
sororreagentes para Leishmania sp.

Amostra Medula éssea Pele Linfonodo

Animal T2 T2 T3 T4 T1 T2 T3 T4 T1 T2 T3 T4

1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

3 2 1 1 1 0 0 0 0 12 23 5 1

4 1 1 2 1 0 0 0 0 0 0 0 0

5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

6 0 0 0 0 5 1 6 1 1 0 5 0

7 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

8 0 0 0 0 0 10 0 0 0 0 0 0

9 12 22 112 9 57 0 3 1 0 0 0 0

10 3 15 5 0 0 0 0 0 0 0 0

11 16 10 17 7 0 1 3 0 3 0 3

12 1 2 7 2 0 0 0 1 3 4 2

13 27 15 23 9 16 22 3 1 5 25 7 1

14 71 35 55 6 0 0 0 0 0 0 0 0

15 2 7 3 4 1 2 2 0 0 0 0 0
16 0 0 0 IN IN IN 6 IN IN 20 SM

17 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

18 12 0 0 0 0 0 0 0 0

19 8 9 29 1 1 2 0 0 4 1

20 17 11 3 0 0 0 0 0 0 0

Média 9 6 13 2 14 12 11 1 12 13 2 1

Legenda: IN: incontaveis (acima de 200 amastigotas); SM: sem marcacao; T1: cellblock
de agarose; T2: formol 10%; T3: metanol; T4: paraformaldeido/PBS.
Fonte: do autor.

Pode se observar formas amastigotas de Leishmania sp.marcadas em ICQ
para todas as técnicas de fixacdo e para os trés tipos de material biolégico,
medula 6ssea (FIGURA 11), pele (FIGURA 12) e linfonodo (FIGURA 13).

Para medula 0ssea, os caes 3 e 4, e do 10 ao 20 foram positivos em ICQ
em ao menos trés das quatro técnicas de fixacdo testadas, sendo que ao cées 9,

13 e 14 apresentaram as maiores médias de formas amastigotas visualizadas. A
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maior média de quantidade de amastigota foi obtida na técnica de fixagdo em
metanol (T3), seguida da fixacdo em cellblock de agarose (T1), formol a 10% (T2)
e paraformaldeido/PBS (T4).

Na contagem das formas amastigotas observadas em pele e linfonodo, a
técnica T1 apresentou as maiores médias, seguido das técnicas T2, T3 e T4
respectivamente.

A técnica de fixacdo em metanol permitiu uma melhor visualizacdo das
formas amastigotas para quaisquer tipos de material biolégico. Nessa técnica o
tamanho das células foi maior em comparacdo as demais técnicas (FIGURAS
11C, 12C e 13C). Nas técnicas T1l, T2 e T4 o tamanho do nulcleo celular
apresentou-se reduzido, além da retracdo citoplasméatica observada (FIGURA 11
setas cruzadas).

Para pele, o cdo 16 apresentou abundante quantidade de formas
amastigotas (FIGURA 12) e por vezes se notou fragmento de tecido cutaneo na

lamina dando aspecto semelhante a uma lamina histolégica (FIGURA 12B).
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Figura 11 - Medula éssea. ICQ. Nucleo de macréfagos (setas cruzadas). Formas
amastigotas de Leishmania sp.em técnica de fixacdo por cellblock de
agarose (A); em formol a 10% (B); &lcool metanol (C) e
paraformaldeido (D).. (ICQ revelado com VECTOR®NovaRED e
contra-corado com hematoxilina — Obj. 40x).

L] -

Fonte: do autor



Figura 12: Pele. ICQ. Formas amastigotas de Leishmania sp.em técnica de

fixacdo por cellblock de agarose (A); em formol a 10% (B); alcool
metanol (C) e paraformaldeido

(D).(ICQ revelado com
VECTOR®NovaRED e contra-corado em hematoxilina — Obj. 40x).




Figura 13: Linfonodo. ICQ. Formas amastigotas de Leishmania sp.em técnica de
fixacdo por cellblock de agarose (A); em formol a 10% (B); alcool

metanol (C) e paraformaldeido (D).(ICQ revelado
VECTOR®NovaRED e contra-corado em he

com
matoxilina — Obj. de 40x).

Fonte: do autor.
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Foi realizada contagem manual das células nucleadas que compunham
o material bioldégico de medula déssea, pele e linfonodo dos 20 animais (TABELA
4). A contagem foi feita em seis campos, em microscopio Optico e maior aumento
(objetiva 40x).

Tabela 4 - Meédia de células nucleadas observadas em laminas de
imunocitoquimica de diferentes amostras biologicas de 20 caes
sororreagentes para Leishmania sp.

Amostra Medula 6ssea Pele Linfonodo

Animal TL T2 T3 T4 T1 T2 T3 T4 T1 T2 T3 T4

1 37 101 107 19 20 10 1 1 17 10 35 35
2 153 105 137 9 108 257 1 1 167 284 92 7
3 15 31 108 7 73 87 0 0 128 231 23 12
4 61 86 1 13 28 22 10 10 138 301 65 69
5 94 19% 4 4 83 34 0 3 308 221 156 77
6 78 92 0 3 61 68 40 7 180 202 208 51
7 242 210 43 41 3 31 3 2 39 326 230 151
8 239 416 196 O 0 87 25 1 215 397 268 291
9 370 372 93 199 124 O 22 4 440 282 164 O
10 128 204 148 14 13 80 30 10 267 120 187 102
11 162 168 119 45 0 77 28 5 58 205 23 38
12 174 166 115 15 80 31 2 10 167 80 144 177
13 224 262 121 156 91 101 14 9 110 362 100 175
14 308 222 88 66 13 0 8 4 69 205 165 38
15 279 256 324 88 100 85 12 8 95 378 123 54
16 446 381 187 88 211 158 111 28 427 378 324 66
17 339 246 86 87 109 96 25 89 290 57 33
18 304 377 117 10 164 162 19 330 0 216 51
19 229 311 186 28 54 43 16 38 339 144 46

20 268 218 83 1 132 110 19 384 374 99 184
Médias 208 224 113 45 73 77 19 201 249 141 83

o &~ B O

Legenda: T1: cellblok de agarose; T2: formol 10%; T3: metanol; T4:
paraformaldeido/PBS.
Fonte: do autor.
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Medula 6ssea e linfonodo foram os materiais biolégicos que apresentaram
as maiores quantidades de células ao final dos processamentos das amostras.
No caso da medula 0ssea as técnicas T1 e T2 apresentaram maior nimero de
células do que as técnicas T3 e T4, A técnica de fixacao
pararaformaldeido/PBS apresentou uma quantidade celular inferior as demais,

além das células ficarem sobrepostas apos distensdo em lamina.

6.4  Estatistica

Calculou-se o coeficiente de correlacdo entre a quantidade de células
captadas e contadas nas laminas e a quantidade de formas amastigotas de
Leishmania sp.observadas em cada técnica. Os resultados estdo expostos na
Tabela 5.

Tabela 5 — Coeficiente de correlacdo entre quantidade de células nucleadas e
formas amastigotas de Leishmania sp.

Material biolégico  Medula 6ssea Pele Linfonodo
Técnica
Cellblock de agarose  0,284633887 0,602893629 0,390441
Formol 10% 0,171528927 0,315369958 0,275891
Metanol *0,077063  0,88996556  0,420754

Paraformaldeido 0,773681126 0,773840599 0,032628

Legenda: >0 = correlacdo positiva entre as variaveis
<0 = correlacéo inversamente proporcional

0= sem correlacéo

* Observagdo: para célculo da correlagdo foram excluidos os valores
discrepantes.

Fonte: do autor.

Observou-se que a correlacdo entre a varidvel quantidade de células
nucleadas e a quantidade de formas amastigotas contabilizadas nas diferentes
técnicas tem correlacao positiva para todos os materiais bioldégicos e em toda as
técnicas estudadas, ou seja, quanto maior a quantidade de células captadas na
técnica de coleta, maior a quantidade de formas amastigotas contabilizadas.

Para medula 6ssea a técnica T3 (paraformaldeido/PBS) € a de mais
intensa associacao entre a quantidade de células nucleadas e a quantidade de
amastigotas (mais proximo de 1). Para pele a associagdo mais de maior

intensidade ocorreu na técnica de fixagdo em metanol (0,89) com valor bem
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hY

proximo a associacdo perfeita (1). Quando analisado o material biolégico de
linfonodos, a técnica de maior associacdo ceélula nucleada/amastigotas foi a

técnica de fixacdo em metanol, porém a associacéo nao foi tdo intensa (0,42).
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7. Discussao

Medula éssea, baco, pele e linfonodo sdo tecidos comumente utilizados
para pesquisa do parasito e, no estudo pré-experimental realizado neste trabalho,
também foram os 6rgaos de predilecdo enviados para pesquisa parasitologica no
SPV-UFLA, sendo linfonodo o mais frequentemente analisado e o baco o menos
frequente, talvez pelo fato da leishmaniose provocar trombocitopenia em alguns
pacientes (PALTRINIERI et al, 2016; SARKARI et al., 2016) com tendéncia a
hemorragia, por requerer pratica na técnica de puncdo e auxilio de exame de
imagem para realizacdo. A coleta citoldgica de linfonodo é de simples realizacéo e
menos invasiva. Comparando os resultados imunocitoquimicos dos 20 cées, a
medula Ossea apresentou 0 maior numero de positivos na pesquisa de
Leishmania sp., seguido de linfonodo e pele.

Nos achados externos a linfadenomegalia foi encontrada em 15 dos 20
casos (75% dos animais), em apenas dois casos foi confirmado no CP e em sete
animais confirmados pela ICQ, o que pode demonstrar que nem sempre esta
associado a presenca das formas amastigotas de Leishmania sp., mas a
estimulacao do sistema imunolégico, com consequente aumento do tamanho e da
quantidade de foliculos linféides e nimero dos macrofagos medulares (COSTA et
al., 2008). Um numero elevado dos cées apresentou lesdes ulcerativas em regido
distal da pina (75%), porém apenas 35% deles apresentaram positividade na ICQ
para esse 6rgdo, podendo-se inferir assim que a ulceracdo cutanea pode estar
relacionada ao processo inflamatério provocado sem necessariamente ter a
presenca do parasito na area de leséo.

O presente trabalho demonstrou que exame imunocitoquimico aumenta a
acuracia do exame parasitolégico substancialmente, resultado corroborado por
outros trabalhos (MARQUES et al, 2016; MENEZES et al., 2016). Além disso,
mesmo em laminas com pequena quantidade de formas amastigotas, essas
puderam ser imunomarcadas, confirmando a positividade da amostra. A técnica
de ICQ empregada, sem a utilizacdo de overnight descrita em outros trabalhos
(SILVA et al, 2002; VASCONCELOS et al., 2016, GUERRA et al., 2016) reduziu
significativamente o tempo de realizacdo do exame, além disso se dispensou 0

uso de albumina e soro bovino, utilizados em outras técnicas ja descritas
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(SANTOS, 2011; VASCONCELOS et al., 2016). Com o uso da ICQ houve um
aumento consideravel do namero de positivos em relacdo ao CP. Em medula
O0ssea foram 15% a mais na técnica de ICQ em relacdo ao CP quando o material
biol6gico foi fixado nas técnicas T1 e T3, de 10% no caso da T2, porém nao
houve significaAncia na T4. Em relacdo a pele ndo houve significAncia nos
resultados de comparacdo entre as técnicas, sendo que na T2 os resultados
positivos em ICQ foram apenas iguais ao CP. Quando analisados os resultados
para linfonodo, o nimero de positivos foi 25% maior para as técnicas T1 e T2, de
20% para T3 e de 15% para T4. Esses resultados também demonstram que a
técnica de fixacdo de material biolégico em Iaminas histolégicas pode influenciar
na qualidade do exame imunocitoquimico, sendo T1 e T3 superiores quando o
material biol6gico se trata de medula 6ssea, a T2 para pele e a T1 e T2 para
linfonodo.

Houve diferencas significativas na visualizacao das formas amastigotas nas
diferentes técnicas de fixacdo. Essas foram devidas principalmente a qualidade
das células em relacdo a perda de arquitetura e a retracdo do citoplasma. Nos
tratamentos T1, T2 e T4 as células reduziram drasticamente de tamanho (Figura
11, A, B e D, respectivamente), observando-se macréfagos, por exemplo, que
apresentavam dimensdes aproximadas de uma hemacia (aproximadamente 7um)
e a visualizacdo morfoloégica de nucleo e cinetoplasto das leishmanias foi
dificultada, ao passo que na preservacdo em metanol (T3) as formas amastigotas
e suas estruturas visualizaveis em microscopio de luz eram perfeitamente
distinguiveis. Resultado semelhante para a qualidade de células foi descrito por
Santos et al. (2012) em analise de células foliculares.

Na avaliacdo da qualidade das células nas técnicas, a fixacdo em
parafomaldeido (T4) promoveu as maiores alteracdes, além de, na realizacdo do
esfregaco em lamina, ndo apresentar uniformidade no espalhamento do material
biolégico, acarretar sobreposicdo celular e ndo ser um material de facil acesso
para ser utilizado. A fixagdo em metanol demonstrou ser de simples realizacdo e
manteve a arquitetura das células. O metanol é de facil obtencao por veterinarios
clinicos, que podem realizar o esfregaco e enviar para a realizacdo da
imunocitoquimica, desde que haja préatica na confeccdo de laminas de qualidade,

critério importante na imunomarcacao.
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A produgéao do cellblock em gel de agarose (T1) demanda tempo para sua
realizacdo, além do custo da agarose. A coleta pode ser feita pelo clinico em um
tubo contendo 2 mL de alcool etanol 70%, o qual pode ser enviado para
laboratério para confeccdo do pellet de células e posterior realizacdo de 1CQ.
Apbs processamento histotécnico, o bloco em parafina pode ser arquivado. Para
T2, cujas células sédo fixadas em formol tamponado diluido a 10%, o
processamento pode promover a perda de material no momento da filtragdo, o
material também passa por processamento histotécnico assim como na T1, o que
aumenta o tempo de confeccéo das laminas.

O célculo do coeficiente de correlacdo permitiu inferir que a quantidade de
células obtidas dos diferentes sitios de coleta tem relacdo leve a moderada com a
quantidade de leishmanias encontradas nas laminas em quaisquer dos
tratamentos de fixagéao.

A eutanasia como medida de controle € contestada quanto a sua
efetividade por alguns pesquisadores (MACHADO; SILVA; VILANI, 2016;
DANTAS-TORRES; OTRANTO, 2016) ao passo que € defendida por outros
(PALATNIK-DE-SOUSA et al, 2004), constitui-se de medida controversa e mal
vista pela populagdo (CARMO; LUZ; BEVILAQUA, 2016 e por muito tempo gerava
fuga dos tutores com animais diagnosticados como positivos. Embora a
recomendacao pelo Ministério ainda seja a eutanasia, a liberacdo da Miltefosina
vem sob perspectiva da opcao pelo tratamento, assim as técnicas diagnosticas
devem ser mais precisas, rapidas e eficientes. Em termos de medidas
epidemioldgicas, o método sorologico é mais adequado, porém contraprovas e no
acompanhamento de animais em tratamento 0s exames parasitologico e
imunoquimico podem ser bem eficazes, visto que a especificidade, alta (BRASIL,
2016). No presente estudo a associacao da citopatologia e ICQ demonstrou ser
um bom método de diagnéstico e poderia ser uma aliada para acompanhamento

de animais em tratamento.



50

8. Conclusao

O exame ICQ € um importante aliado para o diagnostico parasitologico de
LVC e a quantidade e tipo de técnica de fixagdo do material biolégico em laminas
histolégicas pode influenciar diretamente na acuracia desta ferramenta
diagnéstica.

Dentre as técnicas de fixacdo utilizadas, a cellblock (T1) de agarose
apresentou resultado geral mais satisfatério quando comparadas as demais,
porém demanda mais tempo e pode ser mais onerosa

A fixagdo em metanol néo foi tdo eficiente quanto a técnica de cellblock de
agarose, mas em contrapartida € a técnica mais rapida e acessivel a médicos
veterinarios clinicos, além de apresentar bons resultados de positividade na
imunocitoquimica.

A medula éssea demonstrou ser o material biolégico mais adequado para

pesquisa de Leishmania sp., seguido do linfonodo e pele.
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ANEXO A

Técnica em silanizacdo em lamina histolégica

1- Remocgédo de traco de Oleo ou agua: As laminas devem ser mergulhadas em
metanol ou acetona por dois minutos e secas em temperatura ambiente.

2- Submergir as laminas secas e limpas em solucéo de Silane a 2% em a acetona
por dois minutos.

3- Realizar duas lavagens em agua destilada

4- Secar completamente as laminas, primeiro em temperatura ambiente até que
as gotas de agua sequem depois em estufa 60°C por no minimo 1 hora.

5- Estocar as laminas em temperatura ambiente.

Observagoes:

-A solucdo de Silane a 2% em acetona deve ser armazenada em geladeira,
mantendo-se estavel por 8 horas. Apds esse periodo pode haver alteracdo de
coloracao da solucéo.

-Apds a confecgdo das laminas ndo tocar a superficie silanizada com os dedos.
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ANEXO B

Figuras de citopatolégico

Figura - Medula 6ssea. LVC. Exame citopatolégico — formas amastigotas no
interior de macréfago em intensidade leve (A) e moderada (B).
(colorac&o hematoxilina/eosina, objetiva 40x)

Fonte: do autor.

Figura - Pele. LVC. Exame citopatolégico — formas amastigotas em intensidade
leve (seta- A) e acentuada (B). (coloracdo hematoxilina/eosina, objetiva
de 40x)

Fonte: do autor.
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Figura - Linfonodo. LVC. Exame citopatolégico — formas amastigotas em
intensidade leve (seta- A) e moderada (B). (coloragéo
hematoxilina/eosina, objetiva de 40x).

vy W

Fonte: do autor.



