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ROSA, A.C. Avaliagdo da sensibilidade da técnica de imuno-histoquimica usando Cell-block
de aspirados de medula 6ssea para deteccdo de Leishmania spp. em cdes naturalmente
infectados. 91f. Dissertacdo [Mestrado em Pesquisa Clinica em Doencas Infecciosas] —
Fundacdo Oswaldo Cruz, Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas, Rio de Janeiro,
2020.

RESUMO

A leishmaniose visceral zoonoética (LVVZ) é uma doenca de ampla distribuicdo no Brasil causada
pelo protozoario Leishmania infantum, que acomete humanos, animais domesticos e silvestres.
O cdo (Canis familiaris) é considerado o principal reservatorio doméstico desse protozoario.
Nos ultimos anos, tém sido verificados novos casos de LVZ em cdes de diversas areas, onde
ndo existiam registros da doenca. Nesse sentido, a busca por técnicas de diagndstico mais
sensiveis e especificas com aplicacdo a campo, bem como de amostras biol6gicas com elevada
carga parasitaria, a exemplo da medula dssea, € fundamental para um diagndstico prético,
seguro e eficiente. Desta forma, 0 emprego da tecnica de imuno-histoquimica usando cell-block
de aspirados de medula dssea (IHQCB) mostra-se uma alternativa promissora, cuja
sensibilidade deve ser avaliada. Portanto, os objetivos desse estudo foram avaliar a
sensibilidade da técnica de IHQCB e a sensibilidade da técnica de imuno-histoquimica em
amostras de medula 0ssea de fragmento do osso esterno (IHQOE), usando como padrdo de
referéncia a técnica de cultura parasitoldgica (CP). Foi incluida no estudo uma amostra de
conveniéncia de 84 cées, provenientes do municipio de Barra Mansa entre 2013 e 2019,
soropositivos para L. infantum e com confirmacao da infeccdo por esse parasito em CP de pele,
baco, medula déssea ou linfonodo. Os resultados mostraram que a técnica de IHQOE detectou
formas amastigotas em casos negativos de CP de medula Ossea e a sua frequéncia de
positividade de 65,5% (1C=95%: 54,2%; 75,3%) em relacdo a CP de pele, baco, linfonodo ou
medula 0ssea, foi superior a frequéncia de positividade de 31% (1C=95%, 21,6%; 42,1%) da
técnica de IHQCB na deteccdo de formas amastigotas de L. infantum. As frequéncias de
positividade para a IHQCB, na presenca ou auséncia de sinais clinicos, foram 29,7% e 40,0%,
respectivamente, tendo a positividade da CP de medula 6ssea, pele, linfonodo ou baco como
referéncia. Ja para as amostras de fragmento de 0sso esterno, 58,3% foram positivas na presenca
de sinais clinicos, enquanto 60,0% das amostras foram positivas na auséncia de sinais clinicos.
Desta forma, apesar de possuir potencial de utilizagdo como técnica parasitoldgica de rotina no
diagnostico da infeccdo por L. infantum em cées pela praticidade na coleta e preservacédo da
amostra, a técnica de IHQCB apresentou uma baixa sensibilidade na deteccdo de formas
amastigotas de Leishmania spp. e necessita de ajustes em seu protocolo.

Palavras-chave: Leishmaniose visceral. Leishmania infantum. Caes. Cell-block. Imuno-
histoquimica. Medula dssea.



ROSA, A.C. Sensitivity evaluation of an immunohistochemical technique using cellblock
from bone marrow aspirates for the detection of Leishmania spp. in naturally infected
dogs. 91f. Dissertation [Master in Clinical Research in Infectious Diseases] - Oswaldo Cruz
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ABSTRACT

A Zoonotic visceral leishmaniasis (LVZ) is a disease of wide distribution in Brazil caused by
the protozoan Leishmania infantum, which affects humans, domestic and wild animals. The dog
(Canis familiaris) is considered the main domestic reservoir of this protozoan. In recent years,
new cases of LVVZ have been observed in dogs from different areas, where there were no records
of the disease. Thus, the search for more sensitive and specific diagnostic techniques with
application in the field, as well as biological samples with high parasitic load, such as bone
marrow, is essential for a practical, safe and efficient diagnosis. Thereby, the use of
immunohistochemistry using cell-block of bone marrow aspirates (IHCCB) is a promising
alternative, whose sensitivity must be evaluated. Therefore, the objectives of this study were to
evaluate the sensitivity of the IHCCB and the sensitivity in bone marrow samples from a
fragment of the sternum bone (IHCSB), using the parasitological culture (PC) technique as a
reference standard. A convenience sample of 84 dogs from the municipality of Barra Mansa
between 2013 and 2019, serologically positive for L. infantum and with confirmation of the
infection by this parasite in PC of skin, spleen, bone marrow or lymph node was included in the
study. The results showed that the IHCSB detected amastigotes forms in negative cases of bone
marrow PC and its frequency of positivity of 65.5% (CI = 95%, 54.2%; 75.3%) in relation to
culture parasitological analysis of skin, spleen, lymph node or bone marrow, was superior to
the frequency of 31% (Cl = 95%, 21.6% to 42.1%) of positivity using IHCCB in the detection
of amastigotes forms. The frequencies of positivity for IHCCB, in the presence or absence of
clinical signs, were 29.7% and 40.0%, respectively, with the positivity of the PC of bone
marrow, skin, lymph node or spleen as reference. For the samples of the sternal bone fragment,
58.3% were positive in the presence of clinical signs, while 60.0% of the samples were positive
in the absence of clinical signs. Thus, despite having potential for use as a routine
parasitological technique in the diagnosis of infection by L. infantum in dogs due to the
practicality in collecting and preserving the sample, the IHCCB technique showed a low
sensitivity in the detection of amastigote forms of Leishmania spp. and needs adjustments to its
protocol.

Keywords:  Visceral leishmaniasis.  Leishmania infantum.  Dogs.  Cell-block.
Immunohistochemistry. Bone marrow.
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1 INTRODUCAO

1.1 LEISHMANIOSE VISCERAL ZOONOTICA

A leishmaniose visceral zoonética (LVZ) é causada pelo protozoario Leishmania
infantum (sin. L. chagasi), acometendo principalmente cées e humanos. Os cées constituem o
unico reservatorio doméstico da infeccao confirmado, geralmente apresentando uma evolugéo
cronica, com acometimento sistémico (MAIA; CAMPINO, 2011).

Segundo Werneck (2014), embora grande parte dos casos de leishmaniose visceral no
pais sejam subnotificados, o Brasil é responsavel por cerca de 90% dos casos da América
Latina, constituindo um grave problema de satde publica.

No Brasil, de acordo com dados atualizados em 2019 pelo DATASUS, na regido
Centro-Oeste foram 18 casos humanos confirmados em Mato Grosso e 129 em Mato Grosso
do Sul. Na regido Norte, o Para apresentou 542 casos confirmados, enquanto na regido Sul, o
estado do Rio Grande do Sul notificou 6 casos. Na regido Sudeste, apenas o estado do Rio de
Janeiro no ano de 2017 contabilizou 14 casos de LVZ confirmados, sendo 3 destes em Barra
Mansa. Esses dados demonstram que, apesar das tentativas de contengdo da doenca no pais, ela

ainda pode ser observada nas diferentes regides brasileiras.

1.2 AGENTE ETIOLOGICO E CICLO BIOLOGICO

O agente envolvido na leishmaniose visceral zoonotica é o protozoario do Reino
Protista, Sub-reino Protozoa, Filo Sarcomastigophora, Classe Zoomastigophora, Ordem
Kinetoplastida, Familia Trypanossomatidae, Género Leishmania, Subgénero Leishmania,
Espécie Leishmania infantum. Os protozoarios do género Leishmania sdo parasitas que
possuem duas formas evolutivas basicas: promastigotas e amastigotas. As formas
promastigotas, presentes no trato digestivo dos insetos, sdo alongadas, fusiformes, possuem um
flagelo livre, mdvel, extracelular. As formas amastigotas estdo presentes no interior de células
do sistema fagocitico mononuclear de vérias espécies de mamiferos, sdo arredondadas ou ovais,
com flagelo rudimentar, imovel e intracelular, com cinetoplasto visivel em forma de bastéo.
Ambas as formas se reproduzem por divisdo binaria, em hospedeiros vertebrados (amastigotas)
e invertebrados (promastigotas) (MENDONCA, 2017).

Para entender o ciclo bioldgico da LVZ é necessario atentar para alguns aspectos que o
influenciam, como formas de transmissdo, principais reservatdrios e espécies envolvidas. A

forma de transmissdo mais comum de L. infantum para humanos, cdes e outros hospedeiros
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mamiferos (hospedeiros vertebrados) é através da picada de fémeas de dipteros da familia
Psychodidae, subfamilia Phebotominae, conhecidos como flebotomineos (hospedeiros
invertebrados). Entretanto, existem relatos na literatura sobre transmisséo na auséncia do vetor,
como a transmissao vertical, venérea e por transfusdo sanguinea (SOLANO-GALEGO et al.,
2011).

O flebotomineo Lutzomyia longipalpis € o principal vetor biolégico (hospedeiro
invertebrado) do protozoario L. infantum no Brasil e sua distribuicdo geografica € ampla e
parece estar em expansdo. Esta espécie € encontrada em todas as 5 regides geograficas. Nas
regides Norte e Nordeste, Lu. longipalpis era encontrado originalmente nas matas participando
do ciclo priméario de transmissdo da doenca. Progressivamente, houve adaptacdo desse inseto
para 0 ambiente rural e sua adaptacdo foi somada a presenca de animais silvestres e
sinantropicos (BRASIL, 2014).

O ciclo de transmissdo vem se desenvolvendo em centros urbanos. Apds o primeiro
registro de epidemia urbana na década de 80 em Teresina, Piaui, 0 processo de urbanizacéo da
doenca se intensificou, ocorrendo importantes epidemias em S&o Luis, Natal e Aracaju, no
Nordeste; em Boa Vista e Santarém, no Norte; em Belo Horizonte e Montes Claros, no Sudeste,
e em Cuiaba e Campo Grande, na regido Centro-Oeste do pais (GONTIJO; MELO., 2004).

Na regido Centro-Oeste, outra espécie de vetor envolvida é Lutzomyia cruzi. Missawa
et al. (2011) relataram a ocorréncia de casos humanos e a presenca de Lu. cruzi e de caes
positivos, bem como a auséncia de Lu. longipalpis em Jaciara-MT. Desta forma, a deteccéo de
infeccdo natural por L. infantum evidenciou a participacdo de Lu. cruzi na transmissao da LVZ
nesse municipio. Ja nas intervencdes de prevencdo e controle da leishmaniose na regido sul,
identificou-se L. infantum pela técnica de PCR-multiplex em Pintomyia fischeri e Migonemya
migoneli, principais espécies de flebotomineos capturadas (MAHMUD et al., 2019).

A espécie Lu. longipalpis adapta-se facilmente na fase adulta ao peridomicilio e a
variadas temperaturas, podendo ser encontrada no interior dos domicilios e em abrigos de
animais domésticos (BRASIL, 2014). Porém, na fase larvaria desenvolvem-se em ambientes
terrestres Umidos, ricos em matéria organica e de baixa incidéncia luminosa. Por isso, ambientes
arborizados, galinheiros, chiqueiros e canis séo locais favoraveis a proliferacdo do vetor. Neste
sentido, ha indicio de que um aumento da densidade populacional do inseto logo apés a estacdo
chuvosa implique uma maior transmissdo da LVZ (KUHN et al., 2005; MENDES et al., 2016).

O ciclo bioldgico de Lu. longipalpis se processa no ambiente terrestre e compreende
quatro fases de desenvolvimento: ovo, larva (com quatro estadios), pupa e forma adulta. Apds

a copula, as fémeas, que sdo hematofagas obrigatdrias, colocam seus ovos sobre um substrato
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umido no solo e com alto teor de matéria organica, para garantir a alimentagdo das larvas. Os
ovos eclodem geralmente de 7 a 10 dias ap6s a postura. As larvas alimentam-se vorazmente e
desenvolvem-se em média entre 20 a 30 dias até a fase adulta, de acordo com as condi¢des do
meio ambiente. Em condicBes adversas, as larvas de quarto estadio podem entrar em diapausa,
que € a parada do desenvolvimento que possibilita a resisténcia até um periodo favoravel ao seu
crescimento. As larvas de quarto estadio transformam-se em pupas, que ndo se alimentam, tém
respiracao aérea e sao mais resistentes as variagdes de umidade do que os ovos e as larvas. O
periodo pupal, em condicOes favoraveis, tem duracdo em média de uma a duas semanas. O
periodo entre o desenvolvimento do ovo até o inseto adulto é de aproximadamente 30 a 40 dias
de acordo com a temperatura (BRASIL, 2014).

As fémeas de flebotomineos (Figura 1) apresentam uma longevidade média de 20 dias
e atividade crepuscular e noturna (BRASIL, 2014).

Figura 1: Fémea de flebotomineo realizando repasto sanguineo em pele humana.

vijf‘

FONTE: James Gathany/CDC

No ambiente silvestre, os reservatorios de L. infantum sdo as raposas (Dusicyon vetulus
e Cerdocyon thous) e os marsupiais (Didelphis albiventris), enquanto no ambiente doméstico a
enzootia canina tem precedido a ocorréncia de casos humanos e a infeccdo em cées tem sido
mais prevalente do que no ser humano (CAMARGO NEVES et al., 2001).

A infeccdo do vetor ocorre quando as fémeas de flebotomineos, ao sugarem o sangue
de mamiferos infectados, ingerem macrofagos parasitados por formas amastigotas de
Leishmania spp. (Figura 2). No trato digestivo anterior desses flebotomineos, ocorre o
rompimento dos macrofagos liberando essas formas amastigotas, que se diferenciam em
promastigotas. As formas promastigotas também se reproduzem por processos sucessivos de
divisdo binaria e transformam-se em paramastigotas, as quais colonizam o eséfago e a faringe

do vetor, onde permanecem aderidas ao epitélio pelo flagelo. Além dessa fungdo, o0 movimento
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do flagelo é necessario para a conclusdo do ciclo de vida do parasito, sendo capaz de fornecer
translocacgéo efetiva. Se as formas promastigotas ndo puderem sofrer motilidade direcional, elas
ndo poderdo ser transmitidas através dos flebotomineos, quando se diferenciam em formas
infectantes denominadas promastigotas metaciclicas. O ciclo do parasito no inseto se completa
em torno de 72 horas. Apos este periodo, as fémeas infectantes de flebotomineos, ao realizarem
um novo repasto sanguineo em um hospedeiro vertebrado, liberam as formas promastigotas
metaciclicas juntamente com a sua saliva (BENEKE et al., 2019; BRASIL, 2014).

Na epiderme do hospedeiro vertebrado, as formas promastigotas metaciclicas sdo
fagocitadas por células do sistema fagocitico mononuclear, como macré6fagos (Figura 2). J& no
interior dos macréfagos, sdo formados os vaclolos parasitéforos, que sdo um tipo de
compartimento intracelular revestidos por uma membrana dindmica originada da membrana
plasmatica da celula hospedeira. Esses vactolos sdo formados por sucessivos e coordenados
eventos de fus&o e fissdo com vesiculas da via endocitica inicial e tardia, lisossomo secundario
e reticulo endoplasmatico. No interior dos vacuolos parasitoforos, as formas promastigotas
diferenciam-se em formas amastigotas e multiplicam-se intensamente até o rompimento dos
macrdfagos. Com o rompimento dos macréfagos, ha a liberacdo de formas amastigotas, que
serdo fagocitadas por novos macrofagos num processo continuo, ocorrendo entdo a
disseminacdo hematogénica para outros tecidos ricos em células do sistema mononuclear

fagocitario, como linfonodos, figado, baco e medula 6ssea (SILVA, 2014).
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Figura 2: Ciclo biolégico da leishmaniose visceral zoongtica.
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1.2.1 Reservatorio doméstico da LVZ

O principal reservatorio domestico de Leishmania infantum é o cdo, ja que, além da alta
susceptibilidade a infeccdo, apresenta carga parasitaria significativa na pele, quando comparado
aos humanos e a outros animais (ALVAR et al., 2004; DANTAS-TORRES; BRANDAO-
FILHO, 2006). Sobre o papel dos cées infectados que permanecem assintomaticos no ciclo de
transmissdo da leishmaniose visceral entre cdes e de cdes para humanos, foi observado por
Laurenti et al. (2013) que os cédes sem lesdes sdo mais competentes que 0s cdes sintomaticos na
transmissdo de formas amastigotas. Segundo Molina et al. (1994), isto ocorre em funcéo da
maior taxa de repasto de flebotomineos em cées assintomaticos. Estudos anteriores, todavia,
afirmaram que cées assintomaticos e oligossintomaticos com uma menor carga parasitaria
apresentaram uma menor capacidade infecciosa em flebotomineos que efetuaram repasto
sanguineo nesses animais (MICHALSKY et al., 2007; VERCOSA et al., 2008). De qualquer
forma, considerando que a maioria dos cdes infectados permanece assintomatica por longos
periodos, é importante que os animais infectados pelo protozoario sejam detectados de forma

eficiente, independentemente da medida de controle a ser utilizada nessa populagdo
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canina. Nesse sentido, um real sucesso do controle da LVC deve passar pela identificacdo de
caes assintomaticos (BORJA et al., 2016).

1.3 EPIDEMIOLOGIA

A LVZ possui amplo espectro epidemiologico com distribuigdo mundial, ocorrendo na
Asia, Europa, Oriente Médio, Africa e nas Américas. Na América Latina, ela esta presente em
12 paises, sendo a maior totalidade dos casos no Brasil. Em 2018, 3.466 casos de leishmanioses
foram confirmados. Em 2017, foram 4.103 confirmados dos 4.239 registrados, o que representa
um aumento de 26,4% na América Latina quando comparado a 2016, bem como um aumento
de 28% dos casos no Brasil. Houve ainda, na América Central, um aumento do nimero de
novos casos em El Salvador e uma expansdo geografica da doenca em Honduras.
Concomitantemente, houve uma diminui¢do de 21% dos casos na Colémbia e de 47% no
Paraguai (OMS, 2019).

Com a expansdo e urbaniza¢do da LVZ no Brasil, ha relatos de casos em areas antes
consideradas livres da doenca (CASTRO-JUNIOR et al., 2014; SILVA et al., 2015). Nesse
contexto, varios fatores epidemioldgicos podem justificar o aumento da incidéncia da LVZ no
Brasil, a exemplo das regides Nordeste e Sudeste. Entre estes fatores, a proximidade do
convivio com o cdo, considerado por muitos tutores como um membro da familia; o constante
processo migratorio dos responsaveis pelos cdes doentes com 0s mesmos para areas indenes; o
desmatamento acentuado com a ocupacdo de matas residuais e encostas nos centros urbanos e
0 expressivo aumento do nimero de vetores. Alem do éxodo rural e do aumento da populagéo
urbana, as questdes socioecondmicas e as condi¢Bes higiénico-sanitarias da populacédo servem
de estimulo para domiciliacdo do vetor em ambientes que sofreram acdo antropica. Além disso,
a expansao de redes de autoestradas, a popularizacdo das viagens, o aumento do transito de
pessoas e de seus animais de estimacao, entre outros aspectos, elevaram o risco de dispersdo de
zoonoses incluindo a LVZ (BRASIL, 2014; SILVA et al., 2015).

E interessante mencionar ainda que espécies de mamiferos com hébitos sinantrépicos
podem desempenhar um papel importante na conexdo entre esses diferentes cenarios
ambientais, atuando como ponte para a circulacdo de espécies de Leishmania spp. entre habitats
naturais e antrépicos. Desta forma, a transmissdo vetorial depende de varios fatores criticos
para a compreensdo desta mesma dinamica em diferentes ambientes (OSTFELD; KEESING,
2012).
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Portanto, reforca-se a necessidade de estudos que documentem a ocorréncia de
Leishmania spp. em mamiferos que ndo sejam aqueles classificados classicamente como
reservatorios (CASSIA PIRES et al., 2014). Seguindo esse raciocinio, embora a prevaléncia de
infecgdes por Leishmania spp. na populagcdo equina seja baixa, pode haver um risco de seu
potencial envolvimento nos ciclos de transmissdo de parasitos como fonte de infecgéo para
vetores de flebotomineos e hospedeiros mamiferos suscetiveis no Brasil, assim como foi
sugerido em um estudo na Tunisia realizado por Mhadhbi et al. (2019).

Somente no ano de 2016 foram notificados 3.200 casos dos quais 3.127 confirmados,
262 obitos por LVZ, e uma taxa de letalidade de 7,4%. Em 2018, foram 3.466 casos
confirmados de LV dos quais 289 evoluiram para ébito (SINAN, 2018).

As regides Norte e Nordeste apresentaram uma discreta reducdo do nimero de casos em
relacdo a 2017. Na regido Norte, o estado do Para apresentou 503 casos dos quais 42 evoluiram
para 0bito. Ja o estado do Tocantins manteve 220 casos da doenga, dos quais 15 evoluiram para
Obito. Na regido Nordeste, 0 estado do Maranhdo contabilizou 653 casos de LV, o estado do
Ceara 308 casos com 27 ¢bitos, enquanto a Bahia no mesmo ano, alcangou 238 casos com 28
Obitos humanos, isto é, 7 obitos a mais em relacdo a 2017 (SINAN, 2018).

A regido Sul do Brasil era considerada area indene para LV humana e canina até
novembro de 2008, quando foi notificado o primeiro caso de LV canina no estado do Rio
Grande do Sul, no municipio de S&o Borja, fronteira com a Argentina. No inicio do ano
seguinte, foi notificado também o primeiro caso autdctone de LV humana no mesmo municipio,
em um paciente de 20 anos de idade. A partir de entdo, novos casos humanos foram
identificados e iniciou-se um surto da doenca em cdes no municipio. Até os primeiros meses de
2011 foram registrados 11 municipios com a presenca de caes sorologicamente positivos para
LV, sendo que cinco destas cidades fazem fronteira com o territorio argentino (Barra do Quarai,
Uruguaiana, Itaqui, Sdo Borja e Porto Xavier). Segundo o Ministério da Satde da Argentina, 0
primeiro caso canino da doenca registrado em Santo Tomé (Corrientes), fronteira com o
municipio brasileiro de Sdo Borja, ocorreu em outubro de 2008, ou seja, um més antes do
registro do primeiro caso canino no municipio brasileiro (BRASIL, 2014). Em 2012, o estado
de Santa Catarina teve seu primeiro relato de caso de LVZ realizado na cidade de Florianépolis
(FIGUEIREDO et al., 2012).

Em 2017, foram notificados 8 casos de LVZ em humanos no estado do Rio Grande do
Sul, reduzindo para 4 casos em 2018. Em 2017, apenas 4 casos de LV foram registrados em
Santa Catarina, ndo tendo apresentando registro algum em 2018. Todavia, no estado do Parana,

7 casos foram notificados em 2018, mais que o dobro quando comparamos com 0 ano anterior.
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A regido Centro-Oeste, apresentou diminuicdo do ndmero de casos confirmados que
totalizaram 122, com destaque para 0 Mato Grosso do Sul com 78 casos em 2018, 42 casos a
menos em relagdo a 2017 (SINAN, 2018).

E importante ratificar que o nimero de casos notificados da LVZ na regifo Sudeste do
pais mostrou-se crescente até 2017, quando foram registrados 1.094 novos casos com 107 casos
que evoluiram para ébito. Entre os anos de 2007 e 2017, 99 casos de leishmaniose visceral
foram notificados no estado do Rio de Janeiro (Figura 3), sendo 72 dos casos notificados como
autdctones ou indeterminados ou inconclusivos e os demais casos importados de outros estados
(BRASIL, 2019). Entretanto, em 2018, a regido Sudeste apresentou 428 casos confirmados e
57 6bitos. O estado do Rio de Janeiro apresentou 4 casos confirmados e 1 ébito, mostrando
reducdo significativa em relacdo ao ano anterior (SINAN, 2018).

Figura 3: Casos notificados como LV no RJ entre 2007 e 2017.
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Silva et al. (2015) relataram a expanséo de casos de cées infectados por L. infantum em
areas anteriormente livres da doenga no estado do Rio de Janeiro. A hipdtese de casos caninos
de LVZ precederem casos humanos concomitantemente a presenga do vetor Lu. longipalpis
adaptado ao ambiente e a expansdo geogréafica dos casos caninos no Rio de Janeiro, colocou
em alerta as autoridades de vigilancia epidemioldgica. Ao contrario do que acontece em regides
endémicas, a introducdo da LVZ em municipios considerados ndo afetados pode resultar em
expansao subita da doenca. Isto se deve a falta de conhecimento sobre a disperséo real da
mesma, a dindmica de transmissdo nessas areas, a fauna de flebotomineos e reservatorios
silvestres e a populacdo canina exposta ao parasito pela primeira vez (FIGUEIREDO et al.,
2010; SILVA et al., 2015; SOUZA et al., 2009).

Nesse contexto, 0 municipio de Barra Mansa, estado do Rio de Janeiro, esta localizado
na latitude 22 ° 32'39 ” S, longitude 44 ° 10’17 " W, altitude 381 m e tem uma éarea de
547.226km. A temperatura média anual é de 28° C com verdes chuvosos e umidade relativa de
77%, reunindo condicdes de temperatura e umidade favoraveis a adaptacdo dos vetores
flebotomineos. Todavia, 0 municipio ndo apresentava relatos da doenca, sendo considerado
area indene até o ano de 2010 (FIGUEIREDO et al., 2010; IBGE, 2019).

Barra Mansa faz fronteira com os municipios de Valenca, Quatis, Rio Claro, Pirali,
Bananal, Barra do Pirai, Resende e Porto Real, formando uma conurbacdo com as cidades de
Volta Redonda e Pinheiral e a populagéo era de aproximadamente 184.412 habitantes em 2019
(MELLO etal., 2014; IBGE, 2019). Entre 2010 e 2012, em uma epidemia de LVZ no municipio
de Barra Mansa, trés 6bitos humanos foram registrados segundo a Secretaria de Saude do
Estado do Rio de Janeiro (2013). Tal fato reflete a fragilidade do controle da doenca e o risco

da sua expansdo pelo estado.
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1.4 MANIFESTACOES CLINICAS DA LVZ EM CAES

Cées infectados podem apresentar diferentes manifestagdes clinicas em consequéncia
da resposta imunoldgica e da interacdo do parasito com o hospedeiro. Os sinais da doenca
aparecem, em média, ap6s 3 a 7 meses da inoculacdo do agente (SOLANO-GALEGO et al.,
2011; BRASIL, 2014). Os cées, em quase sua totalidade, desenvolvem doenca visceral ou
sisttmica, sendo que 90% dos animais também apresentam algum envolvimento cutaneo
(PALTRINIERI et al., 2016).

De acordo com o LeishVet, um importante grupo de estudo sobre leishmaniose visceral,
entre 0s sinais cutdneos mais comuns em cdes estdo a descamacédo furfuracea ou dermatite
esfoliativa sem prurido, que pode cursar ou ndo com alopecia, dermatite ulcerativa,
hiperqueratose, pelagem seca e quebradica, nddulos, papulas, pustulas e onicogrifose (Figura
4). Os sinais viscerais mais comuns relatados sdo hepatomegalia, esplenomegalia,
linfadenopatia, emaciacdo e sinais possiveis de insuficiéncia renal (polidria, polidipsia,
vomito). Quando presentes, as alteracOes oculares podem se manifestar como blefarite,
conjuntivite, ceratoconjuntivite, uveite e endoftalmite. Outras manifestacfes clinicas menos
comuns sdo as lesdes ulcerativas ou nodulares mucocutaneas e nas mucosas oral, genital e nasal,
assim como epistaxe, claudicacdo, miosite artréfica dos musculos mastigadores, vasculopatias
e alteracGes neuroldgicas (SOLANO-GALEGO et al., 2018)

Contudo, estima-se que no Brasil, entre 40-60% dos cées soropositivos sejam
assintomaticos e, portanto, ndo identificados, o que dificulta o controle dessa zoonose
(BRASIL, 2014). Animais assintomaticos sao considerados tdo competentes quanto 0s
sintomaticos na infeccdo de flebotomineos e podem transmitir L. infantum a outros caninos e
humanos (COURA-VITAL et al., 2013). Em cées oligossintomaticos, os sinais clinicos
identificados s@o poucos e inespecificos, muitas vezes, dificultando a suspeita clinica (COURA.-
VITAL etal., 2013).

De maneira geral, de acordo com Solano-Galego et al. (2018), os estagios clinicos em
caes sdo divididos didaticamente em: doenca leve (estagio 1), moderada (estagio 2), grave
(estagio 3) e muito grave. Na doenca leve, a sorologia apresenta niveis de anticorpos negativos
a fracamente positivos e 0s sinais clinicos em cdes sdo discretos. Entre os sinais clinicos
observamos linfadenomegalia isolada ou dermatite papular. Na doenca moderada, a sorologia
apresenta-se fracamente a altamente positiva e 0s sinais clinicos dos cdes geralmente sdo, além
dos sinais do estagio 1, lesbes cutdneas difusas ou simétricas, como dermatite esfoliativa,
onicogrifose, ulceracfes (em plano nasal, coxins plantares, proeminéncias dsseas e juncdes

mucocutaneas), linfadenomegalia generalizada, anorexia e perda de peso (Figura 4).
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Na doenca grave, a sorologia apresenta de média a alta concentragdo de anticorpos e 0s
sinais clinicos s&o, aléem daqueles apresentados nos estagios I e Il, lesbes por imunocomplexos
(uveite e glomerulonefrite). Na doenca muito grave, a sorologia apresenta de média a alta
concentracdo de anticorpos e 0s sinais clinicos sdo aqueles encontrados nos cdes do estagio 3,

assim como tromboembolismo pulmonar ou sindrome nefrética e doenca renal em estagio final.

Figura 4: Manifestagdes clinicas da LVZ em cées.

Ulceras (A), alopecia (B), descamagéo furfuracea (C) e onicogrifose (D).

FONTE: Laboratério de Pesquisa Clinica em Dermatozoonoses em Animais Domésticos- INI

1.5 DIAGNOSTICO LABORATORIAL DA LVZ EM CAES

1.5.1 Importancia do diagnéstico laboratorial

Devido ao largo espectro de possiveis sinais clinicos em cées e a significativa frequéncia
de cdes sem sinais clinicos em areas endémicas, a LVZ necessita da utilizacdo de exames
laboratoriais para seu diagnostico. Desta forma, animais que tenham apresentado febre
intermitente, letargia, onicogrifose, emaciacdo, hepatoesplenomegalia, alteracGes do apetite,
anemia, linfadenopatia, descamacdo furfuracea, alopecia, dermatite pustular, dermatose
ulcerativa, diarreia, alopecia periocular, epistaxe, uveite, osteosinovite, artrosinovite e paresia
de posteriores, entre outros sinais clinicos, devem ser investigados (SOLANO-GALEGO et al.,
2011; TAFURI et al., 2004).

A investigacdo em animais assintomaticos ou sem sinais clinicos é tdo fundamental
guanto a de animais com sinais clinicos. Isto porque ha importancia epidemioldgica no que
tange & manutencdo da doenca devido a subnotificacdo da LVZ em cées assintomaticos que se

mostram sorologicamente positivos (ABRANTES et al., 2016).
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Diferentes metodologias de diagnostico laboratorial séo aplicadas, entretanto, nenhuma
delas apresenta elevada especificidade e sensibilidade, sobretudo em cées sem sinais clinicos
(SOLANO-GALLEGO et al., 2011; TLAMCANI, 2016).

1.5.2 Testes soroldgicos

1.5.2.1 Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI)

A Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta tem como principio a deteccdo do nivel de
anticorpos produzidos pelo paciente testado contra um dado antigeno pesquisado, através da
visualizacdo de anticorpos fluorescentes que se ligam aos anticorpos presentes na amostra de
soro do paciente que, por sua vez, foi adicionada na superficie-teste.

Desta forma, em uma segunda etapa, anticorpos marcados com fluoresceina e
direcionados contra os anticorpos do paciente sdo adicionados a superficie-teste, de modo que
se liguem aos anticorpos do paciente. A fluoresceina € um fluoréforo que produz uma marcagéo
visivel ao se utilizar microscopio de fluorescéncia. A intensidade da marcacao é proporcional
a quantidade de anticorpos presentes na amostra do paciente. Assim, amostras positivas podem
ser tituladas em etapas.

O resultado da imunofluorescéncia indireta € normalmente expresso em dilui¢cdes. O
resultado considerado reagente em cédes com leishmaniose é aquele que possua titulo igual ou
superior ao ponto de corte que € a diluicdo de 1:40, mas o teste deve ser repetido em 30 dias
para confirmagdo (BRASIL, 2014). Nos casos de LVC, comumente sdo observados titulos
elevados de anticorpos no soro, geralmente superiores a 1:80, sendo que titulos inferiores
necessitam de confirmacdo por outras metodologias. O alto nimero de cdes soropositivos
encontrado em estudos envolvendo RIFI, evidencia, entretanto, um nimero significativo de
caes falsos-positivos em comparacdo com outras técnicas soroldgicas (ALVES;
BEVILACQUA, 2004; FIGUEIREDO et al., 2010).

A sensibilidade da RIFI, que passou a ser utilizada a partir da década de 60, varia de 90
a 100% e especificidade aproximada de 80% para amostras de soro. Devido a presenca de
reacdes cruzadas em portadores da doenca de Chagas e da leishmaniose tegumentar americana
(LTA), a especificidade desse teste é prejudicada. A utilizacdo de formas amastigotas de
Leishmania (Leishmania) donovani como antigeno nas RIFI aumenta sua sensibilidade, sem
perder a especificidade do teste, permitindo uma maior precocidade do diagndstico em animais
assintomaticos ou oligossintomaticos (ALVES; BEVILACQUA, 2004; DE SOUZA et al.,

2013). Entretanto, além da especificidade questionavel, a RIFI exige na sua execugdo pessoal
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treinado, é dispendiosa e ndo estid adaptada para estudos epidemiolégicos em larga escala
(FIGUEIREDO et al., 2010; GONTIJO; MELO., 2004).

1.5.2.2 Direct Agglutination Test (DAT) e Fast Agglutination Screening Test (FAST)

A aglutinacéo é caracterizada pela observacao de agregados visiveis formados mediante
interacdo de anticorpos especificos para LV e particulas antigénicas presentes no soro de cées
testados. De facil execucdo, leitura visual, baixo custo e boa reprodutibilidade, o DAT é um
método de diagnostico alternativo que pode ser utilizado em laboratdrios de pequeno porte.
Considera-se os titulos de anticorpos anti-Leishmania em >1: 320 como correspondendo a
infeccdo por Leishmania (FARAHMAND et al., 2015).

E sabido que o Teste de Aglutinagio Direta (DAT) tem mostrado, em varios estudos,
sensibilidade de 91 a 100% e especificidade de 72 a 100%. A técnica combina altos niveis de
validade intrinseca e facilidade de execucdo, embora apresente problemas na padronizacgéo e
controle de qualidade do antigeno e ndo tenha valor no prognéstico da doenca. Uma variagédo
da DAT, o Fast Agglutination Screening Test (FAST), vem sendo testada para aplicabilidade
em situacdes epidémicas e para inquéritos populacionais (GONTIJO; MELO, 2004; MELLO
et al., 2014; OLIVEIRA et al., 2011). O FAST foi criado para detec¢do de anticorpos anti-
Leishmania em amostras sanguineas de cdes com LV. O teste € baseado no DAT, porém
combina uma concentracdo parasitaria mais alta com um menor volume de teste. Em contraste
com o DAT, o FAST utiliza somente uma diluicdo sorolodgica e os resultados podem ser lidos
dentro de trés horas, enquanto o DAT leva 18 a 20 horas. A técnica permite varredura rapida
de grande nimero de amostras, 0 que torna o teste muito Util em levantamentos epidemiolégicos
de grandes populagdes caninas (SCHALLIG et al., 2002; DE SOUZA et al., 2013).

Schallig et al. (2002) calcularam que a sensibilidade do FAST foi de 93,6% e a
especificidade foi de 89,0%. Ja a sensibilidade do DAT foi de 88,6% e a especificidade de

96,7%, com ambos 0s testes apresentando concordancia de 95,7%.

1.5.2.3 Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA)
O teste de ELISA ¢é bastante utilizado para o imunodiagnostico de LV (GONTHO;

MELO, 2004). O ELISA consiste na reacdo de anticorpos presentes nos soros testados com

antigenos sollveis e purificados de Leishmania spp. obtidos a partir de cultura in vitro. Esse
antigeno é adsorvido em microplacas e os soros diluidos (controle do teste e das amostras) sdo
adicionados posteriormente. Os anticorpos especificos presentes no soro vao se fixar aos

antigenos. A visualizagdo da reagdo ocorre quando adicionada uma anti-imunoglobulina de c&o
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marcada com a enzima peroxidase, que ligar-se-4& aos anticorpos especificos caso estejam
presentes, gerando um produto colorido que poderd ser medido por espectrofotometria. O
resultado considerado reagente é aquele que apresente o valor da densidade ética igual ou
superior a trés desvios-padrdo do ponto de corte (Cut-Off) do resultado do controle negativo
(BRASIL, 2014).

Em 2012, passou a ser utilizado preferencialmente como diagndstico para rastreamento
no Brasil, um teste imunocromatografico rapido (DPP-LVC) baseado na proteina rK28, seguido
pelo ELISA (EIE-LVC) como teste confirmatdrio. Entretanto, a EIE-LVC apresenta uma
sensibilidade e especificidade bastante variaveis no diagnostico de LVC, oscilando entre 72%
a 97% para sensibilidade e 26% a 84% para especificidade (FRAGA et al., 2016; LIRA et al.,
2006). Sabe-se ainda que o EIE-LVC apresenta baixa sensibilidade na detecgdo de cées
assintomaticos, indicando que os atuais testes de diagnostico de LVC precisam ser substituidos
(FARIA et al., 2011; FARIA et al., 2015).

Enquanto o protocolo atual ofereceu 59% de sensibilidade, 98% de especificidade e uma
precisdo geral de 80%, o protocolo alterado, com ELISA usando rLci5 (uma proteina
recombinante de Leishmania sp.) apresentou maior sensibilidade (71%), especificidade (99%)
e precisdo (86%). Portanto, acredita-se que um protocolo alternativo, que implementa um
ELISA usando rLci5 no lugar do teste EIE-LVC, pode aumentar a sensibilidade e a precisdo do
protocolo de diagndstico recomendado pelo Ministério da Saude no Brasil, contribuindo para
otimizar o diagndstico da LVC e, consequentemente, melhorar o controle da LV no
Brasil. Todavia, essa modificacdo no protocolo diagnéstico da LVC deve ser precedida de
estudo multicéntrico fazendo uso de amostras representativas de diferentes regides brasileiras,

e ao mesmo tempo ratificando os resultados obtidos neste estudo (BORJA et al., 2018).

1.5.2.4 Dual-path platform chromatographic immunoassay (DPP®):

A imunocromatografia significa uma alternativa aos métodos tradicionais, pois trata-se
de uma tecnologia inovadora que concentra a reacdo antigeno-anticorpo em uma Unica fase
solida, sendo a mesma mantida e utilizada a temperatura ambiente. Ela utiliza uma matriz de
membrana de nitrocelulose ligada a uma tira de acetato transparente. Para detectar um dado
antigeno, emprega-se anticorpo de captura, ligado a matriz e anticorpo marcado com particulas
coloridas que é especifico para o antigeno pesquisado. Na detec¢do de anticorpo, utiliza-se
antigeno especifico ligado a matriz e anticorpo anti-imunoglobulina marcado com particulas
coloridas. Para deteccdo de antigenos podem ser utilizados anticorpos fixados na linha de

captura e como conjugado um segundo anticorpo ligado a particulas coloridas. Um dos métodos
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imunoldgicos desses testes emprega particulas coradas, como ouro coloidal (réseo) como
revelador da interagdo antigeno-anticorpo (CAVALCANTI et al., 2008).

O DPP® consiste em um cassete de plastico contendo duas tiras de nitrocelulose
conectadas em forma de "T' para permitir uma instalacdo independente para a amostra e reagente
de detecgéo de anticorpos. O teste requer como amostra soro, plasma ou sangue total fresco e
duas gotas de tampdo (incluido no kit) que sdo adicionadas sequencialmente ao pogo de
amostra. A amostra diluida migra para a segunda faixa que contém uma linha de teste (K26 /
K39 impressa em nitrocelulose como uma banda) e uma linha de controle. A adicdo de tampéo
para 0 poco conjugado libera particulas de ouro coloidais secas acopladas a proteina A/ G e
facilita sua migracdo ao longo da segunda faixa para a area de teste. As particulas de ouro entdo
reagem a anticorpos ligados ao antigeno que estdo presentes, formando um complexo
imunoldgico colorido para visualizagdo da banda de teste. Na auséncia de anticorpos
especificos, nenhuma banda é visivel na janela de teste. A medida que as particulas de ouro
continuam para migrar ao longo da segunda faixa, uma faixa marrom semelhante é produzida
na area de controle do dispositivo, independentemente da presenca de anticorpo na amostra
como controle positivo, 0 que determina que houve bom funcionamento do teste
imunorreagente (GRIMALDI et al., 2012).

Ap0s a realizagéo de estudo multicéntrico para avaliacdo de testes sorologicos, a triagem
para leishmaniose visceral canina tem sido realizada com o teste imunocromatografico Dual
Path Platform (DPP®) e a confirmagao por meio de ELISA (BRASIL, 2014).

Segundo Reithinger et al. (2002) e Da Costa et al. (2003), o teste DPP® LVC foi
desenvolvido para a deteccdo conjunta de anticorpos contra os antigenos k26 e k39, e
historicamente, estudos da formulacéo de imunoensaio cromatografico anti-Leishmania canino
indicaram uma sensibilidade aumentada ao usar os dois antigenos juntos, enquanto o uso de
k39 ou rk39 isoladamente mostrou sensibilidades mais baixas. Embora Otranto et al. (2004)
tenham atingido alta sensibilidade com o uso do antigeno rk39 isoladamente, outros estudos
sugeriram que o uso combinado de diferentes antigenos estd associado ao aumento da
sensibilidade nos testes imunocromatograficos (FRAGA et al., 2014; GRIMALDI et al.,
2012; LAURENTI et al., 2014). Souza Filho et al. (2016) demonstraram alta sensibilidade com
0 uso do teste Alere™ que também utiliza a quimera rk28.Uma alta sensibilidade é
caracteristica indispensavel para testes de triagem e por isso este teste € empregado para o
programa de controle da leishmaniose visceral (SCHUBACH et al., 2014).

Apesar de Grimaldi et al. (2012) demonstrarem 98% de sensibilidade para caes

sintomaticos, enquanto em cédes assintomaticos a sensibilidade foi de 47%, resultados
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favoraveis também podem ser encontrados em animais assintomaticos. Em estudo recente,
Larson et al. (2017) demonstraram que a maioria dos animais, sintomaticos ou assintomaticos,
apresentou resultado positivo em menos de 3 minutos quando o tempo de resposta
do teste DPP® LVC foi medido. Laurenti et al. (2014) detectaram infeccdo de animais
sintomaticos e assintomaticos em proporcdes iguais. Todavia, é necessaria cautela na avaliacdo
de cées assintomaticos. Além disso, resultados de testes rapidos negativos devem ser avaliados
com especial atengdo, como sugerem Pinto et al. (2016).

Desta forma, o uso em conjunto do DPP® LVC com o ELISA pode aumentar a
sensibilidade da avaliacdo de animais suspeitos (DA SILVA et al., 2013). Coura-Vital et al.
(2014) demonstraram um aumento na detec¢do de LVVC, em relacdo as medidas de prevaléncia
e incidéncia, quando DPP® LV C foi utilizado em conjunto com ELISA, em oposi¢ao a técnica
de RIFI usada anteriormente pelo Ministério da Saude, o que ratifica a importancia da

associacgdo destes testes de triagem atualmente.

1.5.3 Testes parasitologicos

O diagndstico parasitoldgico tem por objetivo a visualizacdo do parasito por meio de
exame microscopico de amostras bioldgicas. O parasito pode ser detectado a partir de exame
microscopico de amostras obtidas por raspado das lesdes, por aspiracdo ou bidpsia dos tecidos
infectados, ou ainda evidenciado por imprint de lesdo ou de 6rgdo alvo de animais doentes de
acordo com a Secretaria Municipal da Saude do Parana (2019).

A sensibilidade dos métodos diretos € variavel e depende da experiéncia do analista, do
tempo dedicado para a leitura da lamina, da técnica utilizada para puncgdo aspirativa, do
processamento da amostra e da condic¢do imunoldgica do paciente. Assim, diferencas quanto a
sensibilidade do exame parasitologico podem ser explicadas considerando-se o grau de
parasitismo, o tipo de material biolégico coletado, as varidveis de processamento e coloracdo
(LAURENTI, 2009; MAIA; CAMPINO, 2008).

1.5.3.1 Citopatoldgico (exame direto)

A citologia aspirativa consiste em uma técnica simples, rapida, de baixo custo e pouco
invasiva (FIELD; GEDDIE, 2016). O objetivo da citologia € demonstrar a presenca de formas
amastigotas de Leishmania spp. no interior de macréfagos ou fora destes, quando a carga
parasitaria € elevada levando a ruptura dos mesmos (PALTRINIERI et al., 2016). A partir da

puncdo e aspiragdo, € possivel realizar a analise citoldgica da maior parte dos tecidos,
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geralmente sem a obrigatoriedade da anestesia e com um minimo de desconforto ao paciente
(SCHMITT, 1997).

No exame citopatolégico, uma gota do material aspirado é colocada em uma das
extremidades da lamina previamente limpa, e o material firmemente dispersado na outra
direcdo. Apds secagem, o esfregaco devera ser fixado em alcool metilico e corado. Recomenda-
se pelo menos quatro ldminas. Formas amastigotas do parasito podem ser visualizadas pelas
coloracbes de Giemsa ou Wright, Leishman ou Panético. O encontro de parasitos no material
examinado depende do ndmero de campos observados (200 campos devem ser examinados
antes de se considerar uma lamina como negativa) (BRASIL, 2006).

Entretanto, quando padrdes citolégicos como inflamacgdo granulocitico-macroféagica ou
piogranulomatosa associada a infiltracdo linfoplasmocitaria de grau moderado a grave, em
lesbes cutaneas ou nodulares com hiperplasia de grau variavel, sugerirem a presenca da
leishmaniose visceral sem visualizacdo de amastigotas, € preciso utilizar outras ferramentas
diagnosticas para concluir a positividade para a doenca, ja que a sensibilidade deste método
costuma ser baixa (EFSA, 2015; MYLONAKIS et al., 2005).

1.5.3.2 Cultura parasitolégica

Métodos parasitologicos podem apresentar especificidades que chegam a 100%;
entretanto, a sensibilidade é variavel, uma vez que as amostras obtidas por aspirados de 6rgaos
como pele, baco, figado, linfonodo e medula 6ssea, ndo apresentam distribuicdo tecidual
homogénea do parasito (GONTIJO et al., 2004; FARIA et al., 2012).

No isolamento em meio de cultura (in vitro), formas amastigotas do parasito sao
inoculadas em meios de cultura especiais, contendo agar e sangue de coelho, passando a formas
promastigotas. O classico meio de NNN é o mais comumente empregado. A utilizacdo de meio
liquido sobre o NNN, como o meio LIT ou de Schneider, aumenta e acelera a positividade da
cultura. Uma gota do material aspirado deve ser diluida em 0,5 mL de solucdo salina (PBS ou
NaCl a 0,9%) na propria seringa. Em seguida, 0,1 mL desta solucdo deve ser inoculada em
condicdes estéreis, em dois tubos de cultivo. As culturas devem ser mantidas entre 24-26°C e
observadas em microscopia 6ptica comum ou invertida, semanalmente, até quatro semanas. Os
tubos positivos devem ser encaminhados para laboratorios de referéncia para identificacdo da
espécie.

A vantagem deste método é a elevada especificidade do mesmo e a sua desvantagem é
a possivel contaminag¢do microbiologica, o que inviabiliza o diagnostico (BRASIL, 2014). As

culturas parasitoldgicas destinam-se principalmente a pesquisa e ndo podem ser recomendadas
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para rotina pratica em funcdo do longo tempo que demandam para diagndstico e da falta de
aplicabilidade a campo (PALTRINIERI et al., 2016).

1.5.3.3 Histopatolégico

O exame histopatoldgico é, em linhas gerais, uma analise microscopica de um tecido
para a deteccao de possiveis alteraces ou lesdes, com o objetivo basico de informar a natureza,
a gravidade, a extensdo, a evolucédo e a intensidade de algum problema, alem de sugerir ou
confirmar a sua causa, como define a Secretaria Municipal de Saude do Parana (2019).

A avaliacdo das alteragdes histopatoldgicas e parasitolégicas na pele de cdes com LV
pode ser realizada, buscando ampliar a compreensao tanto da historia natural da LVC quanto
em funcdo da importancia deste sitio no contexto epidemiolégico como fonte priméria de
infeccdo para os insetos vetores. A abordagem de aspectos parasitoldgicos na pele de caes
naturalmente infectados por L. infantum, portadores de diferentes formas clinicas, apontam para
relacdo entre progressdo da sintomatologia acompanhada pelo aumento do parasitismo
(CARDOSO, 2013).

Vercosa et al. (2008) observaram uma correlacdo positiva entre carga parasitaria e
inflamacao em cées naturalmente infectados por L. infantum. Acredita-se que a carga parasitaria
tenha efeito sobre o estabelecimento, bem como sobre as caracteristicas e a intensidade do
processo inflamatdrio, observando-se, portanto, maior nimero de células inflamatorias em cées
com média e alta carga parasitaria.

Assim, embora amostras de pele possam ser coletadas a campo com facilidade, apenas
0s animais com sinais clinicos tendem a apresentar alteracGes histopatoldgicas que levem a um
diagnostico positivo para LVC, ndo sendo, portanto, um exame conclusivo para animais
assintomaticos. Ja no bacgo de cées portadores de LV, as alteracGes sdo variaveis (COSTA-VAL,
2007). Os parasitos induzem uma desorganizacdo na estrutura celular do 6rgdo, com a
hiperplasia da polpa branca e polpa vermelha, formacéo de granulomas e atrofia de foliculos
linféides, que determinam esplenomegalia em graus variados (ALVAR et al., 2004,
SANTANA et al., 2008). O aumento esplénico parece estar associado ao aumento do nimero
das fibras reticulares, ao aumento no nimero de mondcitos e macrofagos, assim como as
alteracdes na estrutura da microvasculatura (SANTANA et al., 2008).

Entretanto, é impossivel desconsiderar que, apesar da significativa carga parasitaria
encontrada no bago enquanto amostra bioldgica, seja em cdes com sinais clinicos, seja em cédes

assintomaticos, a sua obtencdo é muito invasiva. Assim, possiveis efeitos adversos, entre eles
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hemorragia, inviabilizam a realizacdo da coleta de amostras de bago a campo (SOLANO-
GALLEGO et al., 2011).

Nesse contexto, alteracdes na medula 6ssea, particularmente alteragdes displasicas,
podem estar relacionadas a progressdo da LVC. Mais estudos sdo necessarios para entender se
um exame da medula 6ssea de cdes com leishmaniose pode ajudar a identificar animais
infectados sem sinais clinicos que possam vir a desenvolver a doenca (CARDOSO, 2013).

Desta forma, a histopatologia (HP) pode ser utilizada para o diagnéstico da leishmaniose
visceral canina através da deteccdo microscépica do parasito e caracterizacdo de lesdes
teciduais decorrentes da presenca do patégeno. No entanto, apesar de uma elevada
especificidade, esta técnica apresenta algumas limitacfes. Entre estas, a variacdo da sua
sensibilidade, dependendo do processamento histoldgico e do tipo de amostra fornecida, assim
como a demora operacional e a dificuldade de reconhecimento do parasito, de acordo com a
experiéncia do observador (GIUNCHETTI et al.,, 2006; XAVIER et al., 2006). Assim,
diagnosticos etioldgicos errados ou inconclusivos podem ocorrer na HP quando estdo

envolvidos organismos histomorfologicamente semelhantes (MENEZES et al., 2013).

1.5.3.4 Imuno-histoquimica

A imuno-histoquimica é uma técnica de diagnostico direto que se baseia na detec¢do do
parasito corado em fragmentos teciduais. De forma sucinta, a técnica de imuno-histoquimica
(IHQ) baseia-se na deteccdo de antigenos in situ por meio da utilizacdo de um anticorpo
(policlonal ou monoclonal) primario, relativamente especifico, e de um sistema de enzima e
substrato cromdgeno que se deposita no local da reacdo antigeno-anticorpo. No final da década
de 80, foi descrita a identificacdo de amastigotas de L. donovani em cortes histoldgicos de pele,
figado e baco de cées, dentre outros locais, pela incubagdo com soro de cdes infectados, que
atuaram como anticorpos primarios, e posterior revelacao por anticorpos secundarios marcados
com peroxidase. Essa técnica, desde o seu desenvolvimento, forneceu resultados consistentes
no diagndstico canino (KENNER et al.,1999).

A deteccdo de agentes infecciosos contribui com a compreensdo da distribuicdo e a
localizacdo dos biomarcadores entre si e em relagdo ao resto do material de amostra com dados
mais precisos, especialmente em situacbes onde os patdgenos nao sdo visualizados pela
morfologia convencional. Nesse contexto, o diagndstico imuno-histoquimico das
leishmanioses, por exemplo, depende do achado de estruturas marcadas pelo anticorpo, de
forma e de tamanho compativeis com amastigotas (BETINA et al., 2005; XAVIER et al., 2006).
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Para realizacdo da IHQ, é necessaria fixacdo prévia das amostras em formalina
tamponada a 10%. Pode também ser realizada imuno-citoquimica, quando as amostras sao
esfregacos de células e IHQ em cell-block. A técnica de cell-block associada a imuno-
histoquimica facilita a observacdo das formas amastigotas do aspirado celular coletado ao
permitir a concentracdo dos macrdfagos parasitados na capa leucocitaria, o que facilita a leitura
das laminas para diagndéstico. (MENEZES et al., 2016) Em geral, sdo obtidas biopsias de pele,
aspirados de linfonodo, medula dssea, baco e bidpsia hepética, entre outras amostras, nas quais
formas amastigotas do parasito podem ser observadas. Para o diagnostico da LVC, os aspirados
de medula e linfonodos sdo os mais usados pelos clinicos veterinarios (SILVA et al., 2007).

As etapas da técnica de IHQ envolvem obtencdo da amostra bioldgica, fixacgdo,
processamento, microtomia, recuperacdo antigénica, bloqueio de substancias enddgenas,
aplicacdo de anticorpos e cromogenos, analise histoldgica, interpretacdo e diagndstico.
Didaticamente, essas etapas sdo divididas em fases. A fase pré-analitica se relaciona com a
amostra em sua origem e ao processamento do material tecidual a fim de garantir a qualidade
da amostra para o exame. A fixacdo do tecido é uma etapa crucial da técnica e visa garantir
sensibilidade suficiente dos reagentes para a marcagdo imuno-histoquimica e analise dos
resultados. Um maior ou um menor tempo de exposicdo da amostra ao fixador, por exemplo,
pode afetar a reacdo antigénica. J& a fase analitica, engloba a escolha de anticorpos primarios e
o0 sistema de visualizacdo. A recuperacdo antigénica pode ser obtida por diferentes métodos e
uma escolha adequada depende do tempo de fixacdo, do tipo de fixador e da natureza do
antigeno e do anticorpo. A sensibilidade da reacdo imunoldgica pode depender principalmente
do método escolhido, o que torna fundamental a especializagdo do laboratério e a padronizagéo
dos procedimentos para que esta sensibilidade seja a maior possivel. Na fase pds-analitica, €
dada a correlacdo e a interpretacdo dos resultados imuno-histoquimicos com a clinica do
paciente. Nessa fase, a experiéncia do patologista, ao escolher os reagentes e anticorpos
utilizados e o respectivo método padronizado, € importantissima para a quantificacdo dos
resultados. O exame imuno-histoquimico ¢ um método pratico que ao ser realizado com
profissionais capacitados, torna-se uma ferramenta diagndstica poderosa (ALVES et al., 1999;
BETINA et al., 2005).

Entre as vantagens da IHQ, esta na maior facilidade de detec¢do do parasito nos tecidos,
principalmente quando a carga parasitaria € baixa, e é plausivel de ser implantada na rotina de
diagnostico laboratorial. Ainda sobre as suas vantagens, ha possibilidade de realizar estudos
retrospectivos com a amostra incluida em blocos de parafina, bem como a facilidade de

manipulagéo do material a ser submetido ao exame, visto que este ao ser colocado em fixador
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adequado, pode dispensar os cuidados especiais como refrigeracdo (que é necessaria para
efetuar o isolamento em cultura). A aplicacdo dessa técnica facilita a busca ativa de cées, mesmo
em areas remotas, em que as amostras podem demorar a chegar ao laboratério (XAVIER et al.,
2006).

J& entre as desvantagens, o resultado do exame de IHQ ¢é influenciado por diversos
fatores pré e pos-analiticos, como na etapa inicial pela qualidade de fixacdo do espécime, na
fase intermediaria pela escolha dos anticorpos e pelas reacdes propriamente ditas, e na etapa
final na interpretacdo de leitura das ldminas. Além da precisdo limitada, a IHQ ndo permite
diferenciacdo de espécies de Leishmania spp. (ALVES et al.,1999; MENEZES et al., 2013).

A producdo de anticorpos anti-Leishmania spp. é uma etapa fundamental para realizar
sua aplicacdo em técnicas imunoldgicas de diagnostico. Outros autores ja utilizaram soro
hiperimune de coelho e de cdo como anticorpo priméario anti-Leishmania spp., que pode
influenciar nos parametros de sensibilidade e especificidade do teste. A IHQ apresenta boa
especificidade e sensibilidade de cerca de 60 a 70 %. Entretanto, quando o anticorpo secundario
utilizado n&o é especifico para a imunoglobulina canina, pode ocorrer reagdo cruzada, levando
a falsos-positivos (TAFURI et al., 2004).

Entre os testes parasitologicos, considerando as técnicas de imuno-histoquimica (IHQ),
hibridizacdo in situ (ISH) e cultura parasitoldgica (CP) utilizadas em diferentes tecidos como
pele, baco, linfonodo e medula 6ssea, a IHQ apresentou as maiores taxas de positividade quando
comparada as demais (FURTADO et al., 2015).

Desta forma, atualmente, o Ministério da Saude inclui a IHQ como exame de referéncia
para o diagndstico de casos autoctones de LV C, sendo esta técnica parte do fluxograma de a¢bes
de controle e vigilancia da enfermidade (BRASIL, 2014).

1.5.3.5 Hibridizacdo in situ

A Hibridizacdo in situ (HIS ou ISH) é uma técnica pela qual se identificam sequéncias

especificas de nucleotideos em células ou cortes histolégicos. A hibridizacao, por definicéo, é
uma reacdo em que uma sequéncia alvo desnaturada e uma sonda de fita simples de DNA ou
RNA complementar formam um hibrido estavel pela acdo do calor (NEVES et al., 2012;
SWINGER & TUCKER, 1996).

De acordo com Menezes et al. (2013), a técnica de hibridizacdo cromogénica in situ
(ISH) é um método promissor para o diagndstico de LV canina, pois permite a identificacéo
altamente especifica de Leishmania spp. em amostras de bidpsia cirdrgica de cées fixadas em

formalina e embebidas em parafina (FFPE). A sonda de oligonucleotideos genérica, especifica
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para génreo Leishmania spp. (IHS-GP), apresentou 70,6% de sensibilidade e 85,3% de
especificidade para diagndstico de infeccdo por L. infantum em cées. J& uma sonda especifica
para L. infantum (ISH-SP), teve 74,5% de sensibilidade e especificidade de 87,2%. O uso do
ISH-SP para a deteccdo especifica de L. infantum serd particularmente importante em &reas
onde esse organismo ocorre simultaneamente com L. braziliensis. Isto porque nessas areas, cdes
infectados apenas por L. braziliensis, que na sonda genérica seriam confundidos com cées que
estivessem infectados por L. infantum, ndo seriam considerados envolvidos com a transmissao
zoonotica. Desta forma, eutanasias desnecessarias seriam evitadas nesses animais. Entretanto,
a sonda especifica reagiu com espécies de Leishmania donovani, L. tropica e L. major, o que
justifica projeto de sondas adicionais em areas onde essas espécies sao encontradas com L.
infantum (BRASIL, 2014; MENEZES et al., 2013).

A principal vantagem da ISH sobre a CP, PCR, ensaios sorologicos, IHQ e HP para o
diagndstico de infeccdo por Leishmaniaem cdes é que ele permite simultaneamente a
visualizacdo das formas amastigotas intactas no tecido e identificacdo de espécies como L.
infantum. Ao se observar as formas amastigotas no tecido € possivel correlacionar parasitos
com as lesbes associadas e, também, semi-quantificar a carga parasitaria. Testes extensivos da
especificidade da ISH ndo mostraram reacdo cruzada das sondas de Leishmania spp. com
outros organismos histomorfologicamente semelhantes. Afinal, parasitos como Histoplasma
spp. e Trypanosoma spp., sdo dificeis de diferenciar da Leishmania spp. pela HP (MENEZES
etal., 2013).

1.5.4 Testes Moleculares

Os testes moleculares sdo aqueles que por meio da utilizacdo de
marcadores complementares permitem identificar uma sequéncia especifica de DNA ou RNA.
Isso € possivel através de processos de amplificacdo, deteccdo e quantificacdo de DNA, ou
ainda, efetuando localizacdo especifica de sequéncias de acidos nucleicos nos cromossomaos ou
em tecidos. Sdo realizados por modernas técnicas de sequenciamento, hibridizacdo e PCR em
materiais de bidpsia emblocados em parafina, citologia em meio liquido, puncéo aspirativa por
agulha fina de diferentes 6rgdos e sangue. Com a aplicacdo de testes moleculares é possivel
identificar alteracdes genéticas especificas, analisando DNA e expressdo génica, 0 que permite
a conduta terapéutica mais adequada em cada caso. A maioria das espécies de Leishmania foi
sequenciada, revelando uma conservacdo geral da ordem dos genes, estrutura cromossémica e

diferengas discretas no conteldo génico. Esses recentes avangos na pesquisa ajudaram no
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desenvolvimento de dispositivos e plataformas de diagnostico molecular rapido mais
apropriados de acordo com Akhoundi et al. (2017).

No entanto, apesar do desenvolvimento tecnolégico, ha uma enorme diferenca no uso
de um diagndstico molecular padronizado e comercialmente disponivel, em oposicao aos kits
in house. Até agora, varios métodos moleculares foram desenvolvidos para deteccéo,
identificacdo, quantificacdo e andlise filogenética de Leishmania spp. conforme ser4 comentado
adiante.

1.5.4.1 Reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e amplificacdo isotérmica mediada por alca
LAMP
Segundo Schonian et al. (2011), a PCR quantitativa em tempo real (qPCR) tem

aplicacOes na quantificacdo dos parasitos e, portanto, também no monitoramento da progressao
da doenca, prevendo e controlando o resultado de possivel terapia anti-leishmanial. Alem do
diagnostico em si, realizando a discriminacéo de especies, a gPCR ajuda a definir caracteristicas
especificas do parasito, como viruléncia ou resisténcia a medicamentos. Ja o método
convencional de PCR (cPCR) tem algumas limitagdes, mostrando apenas presenca ou auséncia
de Leishmania sem quantificacdo da carga parasitaria.

Diferentes tipos de amostras bioldgicas podem ser utilizados como fonte de material
para as reacOes, tais como aspirados esplénicos, de medula 0ssea, de linfonodos, sangue total,
camada leucocitéaria, cultura, sangue coletado em papel-filtro e tecidos coletados por biopsia ou
necropsia (GONTIJO; MELO, 2004).

Entre as técnicas moleculares, a gPCR agora € considerada o método diagndstico mais
confiavel devido a sua maior sensibilidade (TRAVI et al., 2018). A maioria das espécies
de Leishmania de importancia médica sdo facilmente distinguidas por sequenciamento de DNA
ou analise enzimatica de restricdo do produto de PCR. O polimorfismo de comprimento de
fragmento de restricdo ITS1 PCR (RFLP) é usado para identificacdo direta de espécies em
tecidos de pacientes, sangue ou outras amostras sem cultura prévia de parasitos, analise
microscopica ou outra técnica (TOZ et al., 2009; TOZ et al., 2013). Avaliagdes da medula
6ssea mostram que qPCR (TagMan) detectou 0,2 parasitos/mL, enquanto a PCR convencional
baseada em KDNA (cPCR) resultou positiva somente quando as amostras continham mais de
30 parasitos/mL. Adicionalmente, a fonte da amostra tem uma influéncia significativa na
capacidade dos testes para identificar caes infectados. Amostras de medula 6ssea e linfonodo
produzem o maior nimero de resultados positivos em comparacdo com outros locais,
independentemente do estado clinico (TRAVI et al., 2018).
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No entanto, a g°PCR ndo mede diretamente o nimero de parasitos vidveis que circulam
no sangue, mas a quantidade de DNA do parasito em circulagdo. Portanto, a sensibilidade do
qPCR depende do design do ensaio (regido primer e alvo), da quimica utilizada (SYBER Green
ou TagMan) e da natureza das amostras clinicas (sangue, pele), entre outros aspectos. Usando
esta técnica, foi demonstrado anteriormente que a avaliacdo quantitativa simultdnea do DNA e
citocina de Leishmania pelo ensaio de gPCR permite prever o desenvolvimento da doenga em
cées infectados assintomaticos (MANNA et al., 2006).

Entre 2011 e 2013, os protocolos de PCR convencional para LV canina apresentaram
uma variacdo de sensibilidade de 72,2 a 98,7% para cées, e a especificidade variou de 83,3 a
96,4% para caes. Nas reacdes em cadeia da polimerase convencional (cPCR) utilizam-se os
primers especificos do citocromo B dos mamiferos como gene constitutivo, para garantir a
qualidade das amostras. Resultados obtidos mostram o cPCR como sendo mais sensivel que o
gPCR em amostras de cées. Isso reforca que algumas caracteristicas como a regido alvo do
DNA, bem como o par de primers utilizados, podem ser determinantes (JUNIOR et al., 2013;
MOHAMMADIHA et al., 2013; SOLCA et al., 2012; WANG et al., 2011; YANG et al., 2013).

Como ocorre em diferentes estados clinicos, a carga parasitaria nas varias amostras é
diferente. ReacOes de gPCR foram padronizadas para detectar o DNA do parasito de esfregacos
de aspirados de medula 6ssea corados por Giemsa. Foi detectado DNA de L. chagasi em 100%
das amostras caninas (DA SILVA et al., 2010).

E importante mencionar que a qQPCR pode ser realizada periodicamente em amostras
de medula Ossea canina apoOs infeccdo experimental por L. infantum. O DNA de L.
infantum, detectado e quantificado por gPCR a partir do segundo més de infeccdo, aumenta
gradativamente ao longo do tempo. Assim, a gPCR detecta LVC em momentos anteriores em
comparacio com a cPCR ITS-1 devido & sua maior sensibilidade (RODRIGUEZ-CORTES et
al., 2007).

Apesar dessas vantagens, varios inibidores da Taq Polimerase sdo encontrados nessas
amostras clinicas ou sdo comumente usados para coleta de amostras e extracdo de DNA, como
EDTA, proteinase K, fenol e altas concentracGes de sais (GONCALVES et al., 2012; YANG
et al., 2004).

Seguindo essa ldgica, alguns autores trouxeram a estratégia da PCR multiplex para
incluir controles enddégenos em conjunto com o sistema de deteccdo de Leishmania spp. na
mesma reacdo, para os ensaios CPCR e gPCR (GONCALVES et al., 2012; ANDREADOU et

al., 2012). Mohammadiha et al. (2013) realizaram esse formato multiplex para humanos e cées,
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usando gPCR baseado em TagMan, atingindo uma sensibilidade muito boa em ambos 0s casos
(93,9 a 100%, respectivamente).

Entretanto, como desvantagem, a realizacdo das diferentes técnicas de PCR possui a
necessidade de laboratorios bem equipados. Além disso, ndo é tdo econdmico quanto outros
métodos diagndsticos, 0 que é uma preocupacdo nos paises em desenvolvimento (EJAZI &
ALlI, 2013; SRIVIDYA et al., 2012).

Abordagens moleculares inovadoras, como o Ensaio Baseado em Sequéncia de Acidos
Nucleicos (NASBA), a Amplificacdo Isotérmica Mediada por Alga (LAMP) e o Oligo-TesT de
baixa tecnologia tém sido cada vez mais aplicados paraa deteccdo de DNA ou RNA
de Leishmania. O LAMP, uma promissora ferramenta de diagnostico, foi adotado como uma
técnica alternativa a PCR, por ser uma tecnologia mais rapida, sensivel e de menor custo, que
utiliza a turbidez da amostra como critério de positividade. Nao € necessario um termociclador,
apenas “banho-maria” ou “banho seco”, pois a reacdo é isotérmica. Portanto, esta € uma
ferramenta adequada para aplicagdo em campo (KHAN et al., 2012; THEKISOE et al., 2009).

Verma et al. (2013) desenvolveram um ensaio baseado em LAMP para detecgéo de L.
donovani em humanos com LV e leishmaniose dérmica pds-cala-azar (PKDL), em que as taxas
de sensibilidade e especificidade foram boas para ambos o0s casos, atingindo 96,4-98,5% (em
amostras de sangue); 96,8-98,5% (bidpsia de pele). No entanto, Chaouch et al. (2013), ao
desenvolverem um ensaio de LAMP para deteccdo de L. infantum em amostras de sangue de
caes, usando como padrdo de referéncia cPCR, RIFI e citologia, alcancaram sensibilidade
inferior (54,2%), apesar de a técnica ter apresentado um desempenho melhor que cPCR,
estatisticamente. O alvo escolhido (gene da cisteina Protease B - cpb) e a ndo utilizacdo de um
controle interno de qualidade podem explicar em parte esse resultado.

Gao et al. (2015) mostraram que o ensaio LAMP ndo invasivo, baseado em swab, foi
mais sensivel na deteccdo de leishmaniose em cédes do que cPCR, ELISA e microscopia. Os
resultados mostraram que LAMP é um método sensivel e especifico para cdes domésticos, util
para vigilancia epidemioldgica, com utilizacdo a campo, particularmente de caninos
assintomaticos, em areas endémicas de LVZ no oeste da China. As frequéncias de positividade
para L. infantum obtidas para as amostras coletadas a campo foram de 61,3% para LAMP,
58,6% para cPCR, 40,5% para ELISA e 10,8% para microscopia. Foi observada uma
especificidade de 97% para cPCR e LAMP.
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1.5.5 Cell block ou citobloco

Cell-block, citobloco ou citoinclusdo é uma técnica que permite a concentracdo de
células provenientes de amostras liquidas ou reaproveitamento de material coagulado evitando
a dispersao celular (PAIVA et al., 2014). A combinacdo da citologia aspirativa e citobloco de
medula dssea é considerada vantajosa ja que permite estudar simultaneamente a citomorfologia
e o arranjo celular na auséncia de biopsia tecidual (UNIYA et al., 2016). A inclusdo em parafina
otimiza as amostras citoldgicas e a confec¢do de vérias laminas histolégicas (ABRANTES et
al., 2016; FERNANDES et al., 2015). Essa técnica consiste na concentra¢do de células por
centrifugacdo ou filtracdo e, através do processamento de amostras teciduais, é possivel que
sejam realizadas avalia¢Oes histopatolégicas e imuno-histoquimicas em funcéo da preservagéo
da morfologia celular (NATHAN et al., 2000). A tecnica foi inicialmente descrita por
Bahrenburg (1896) e, a principio, aplicada para analise de fluidos pleurais e peritoneais,
lavagens bronquicas e aproveitamento de amostras liquidas obtidas por meio de puncao
aspirativa por agulha fina (PAAF) (CAKIR et al., 2014; ZANONI et al., 2012). A partir de
entdo, vem sendo empregada para a investigacéo de diferentes enfermidades (COLLINS et al.,
2012; KASE et al., 2016; UNIYA et al., 2016).

A utilizacdo da técnica cell-block para deteccdo de formas amastigotas de Leishmania
spp. no tecido medular é reconhecida como importante alternativa no aproveitamento de
material aspirado da medula dssea, mesmo em amostras consideradas inadequadas para as
analises de rotina. A técnica possibilita a aplicacdo de diferentes coloragdes e marcadores
imunoldgicos no tecido (ABRANTES et al., 2016; MENEZES et al., 2016).

Uma das primeiras aplica¢6es da tecnica cell-block utilizando amostra de medula 6ssea
foi realizada por Dee et al. (1976), que confirmaram a sua eficacia na identificacdo do
envolvimento desse tecido em pacientes humanos com linfoma quando comparado ao exame
de fragmentos de bidpsia, tradicionalmente utilizado. Pesquisadores também reconheceram a
eficacia do uso desta técnica na investigacdo de neoplasias hematopoiéticas, metastases,
tuberculose extrapulmonar e invasao por agentes nematoides no tecido medular (SANTOSH et
al., 2015, 2016; UNIYA et al. 2012). Na LV, o emprego do citobloco para o diagnéstico ainda
é escasso. Em medicina veterinaria a técnica de cell-block vem sendo utilizada em alguns
estudos. Abrantes et al. (2016) e Menezes et al. (2016) confirmaram um aumento na
positividade para formas amastigotas de Leishmania spp. do exame quando a citoincluséo foi
comparada com 0s outros métodos parasitoldgicos empregados.

Paiva et al. (2014) testaram protocolos para confeccdo de citoblocos em amostras

provenientes de capa leucocitaria e de medula 6ssea de cées e autenticaram o baixo custo e a
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reprodutividade do método como complemento ao diagndstico. A associagdo do citobloco e
IHQ demonstrou ser Util para a identificacdo de micrometéstases medular de carcinoma em cées
e gatos, entretanto os autores alertaram a necessidade de novas avaliagdes com maior nimero
de pacientes (TAYLOR et al., 2013). Ong et al. (2015) destacaram a importancia do
reaproveitamento de material por meio da utilizagdo da citoincluséo, especialmente diante de
fragmento e aspirado do tecido medular considerados inadequados para analise. Os autores
também salientaram a possibilidade do uso da técnica associada a outros métodos diagnosticos
complementares.

Acredita-se que a formacdo de uma camada de leucécitos parasitados com as
amastigotas apds a centrifugacdo facilita a observacdo do agente. Destaca-se, entretanto, que
em alguns trabalhos os pesquisadores associaram CB a técnica de IHQ, raramente utilizada na
rotina clinica, obtendo bons resultados, e admitiram a necessidade de novas investigacdes para
validacdo do método (MENEZES et al., 2016). A possibilidade de associa¢cdo com a técnica de
IHQ também é reconhecida como uma das vantagens da utilizagdo das amostras processadas
para histopatologia, principalmente diante de hipocelularidade do material a ser avaliado. Essa
combinacdo pode aumentar a precisdo do diagnostico (GOYAL et al., 2014).

Taylor et al. (2013) também admitiram um incremento na capacidade de deteccdo de
micrometastase em medula 6ssea de cdes utilizando o citobloco associado a IHQ, quando
comparado ao esfregaco direto obtido por citologia aspirativa.

Desta forma, até o momento, a aplicacdo da técnica tem demonstrado melhorar a
sensibilidade do exame parasitologico quando associada a marcacdo da IHQ (ABRANTES et
al., 2016; ANTUNES et al., 2018). A utilizacdo do citobloco na concentracdo de células
medulares para a busca de formas amastigotas de Leishmania é recente e merece mais

investigacoes.

1.5.6 Sensibilidades das diferentes técnicas de diagndstico na medula 6ssea para deteccéo
de L. infantum

Sitios de coleta da medula d6ssea em cées incluem a crista iliaca dorsal, a fossa
intertrocanterica femoral, o tuberculo maior do Umero, 0 0sso esterno e as costelas através da
juncéo costo-condral. Em cdes de médio e grande porte, a crista iliaca € um local de predilecdo
para a coleta, enquanto em cédes de pequeno porte, o fémur ou o Umero podem ser usados.
Todavia, coletas realizadas em 0ssos longos sdo passiveis de fraturas apds a introducdo da
agulha de grosso calibre, em fun¢do do movimento de alavanca (LARUE et al., 2005; MULLER

et al., 2009). Nesse contexto, Defarges et al. (2013) demonstraram que a celularidade dos
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aspirados medulares sdo semelhantes para todos os sitios de coleta ao compararmos esterno,
uamero e ilio.

Paparcone et al. (2013) demonstraram em um grande nimero de cées que a aspiragdo
esternal da medula dssea pode ser realizada sem anestesia, 0 que torna o0 método econémico e
sem maiores riscos a salde do cdo. Em relacdo ao risco de lesdes cardiacas ou pulmonares, 889
caes submetidos a cerca de 2.500 aspira¢fes de medula 6ssea ndo apresentaram problemas.
Além disso, Grynpas et al. (1992) afirmaram que a aspiracdo realizada na regido esternal é
menos dolorosa que na regido iliaca. Portanto, o aspirado de medula 6ssea esternal pode ser
considerado um método seguro e fécil capaz de fornecer uma boa amostra representativa de
tecido para diagndstico parasitolégico de LVC e avaliacdo de celularidade hematopoiética do
paciente (PAPARCONE et al., 2013).

Na Tabela 1, foram relacionados alguns estudos que avaliaram as frequéncias de
positividade para Leishmania spp. relacionadas a sensibilidade de diferentes técnicas de
diagnostico parasitologico e molecular em amostras de medula éssea e seus padrdes de

referéncia utilizados.
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Tabela 1: Técnicas de diagnostico parasitologicas e moleculares utilizadas para detecgdo de L. infantum em cées e suas
frequéncias de positividade nas amostras de medula 6ssea, com respectivo padréo de referéncia.

Sitio de Técnica No. de Frequéncia Padréo de Autores
coleta amostras positividade referéncia
(%)
Esterno IHQ 65 42 (64,6%) Sorologia Furtado et al. (2015)
CP 65 35 (53,8%)
ISH 65 38 (58,5%)
Esterno IHQCB 45 14 (31,1%) Sorologia Menezes et al. (2016)
CP 45 6 (13,3%)
HP 45 4 (8,9%)
Esterno IHQ 89 43 (48,3%) Sorologia Moreira et al. (2007)
HP (HE) 89 19 (21,3%)
Esterno Citologia (biopsia) 24 15 (62,5%) Sorologia Ramos et al. (2013)
gPCR 24 24 (100%)
Esterno CP 121 80 (56,7%) Sorologia Mello et al. (2014)
Esterno Citologia 14 8 (57,1%) Sorologia Toplu e Aydogan (2011)
Esterno IHQ 22 20 (90,9%)
HP 22 10 (45,4%)
cPCR 35 9 (25,7%) Sorologia Ramos et al. (2012)
gPCR 35 34 (97,1%)
Esterno Citopatologia 50 37,5% CP Vasconcellos et al. (2016)
ICQ 50 0%
Umero CcBMO 26 24 (92,3%) CPePCR Antunes et al. (2018)
Bidpsia 26 24 (92,3%)
Citologia 26 25(96,1%)
Esterno Citocentrifugacao 92 47,1% CP Mello et al. (2016)
Citologia (fina) 92 52,8%
Citologia (espessa) 92 77%
Esterno Citopatologia 41 39(95,1%) Sorologia Honse (2014)

Legenda: IHQ- Imuno-histoquimica; ISH- Hibridizacdo in situ; IHQCB- IHQ usando cell-block; HP-
Histopatologia; HE- Hematoxilina-eosina; qPCR- Reacdo em cadeia da polimerase em tempo real; cPCR- PCR
convencional; CP- Cultura parasitolégica; ICQ- Imunocitoquimica; CBMO- Cell-block de medula 6ssea
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2 JUSTIFICATIVA

Barra Mansa € um municipio da regido sul do estado do Rio de Janeiro, onde nove casos
humanos de LVVZ foram relatados entre 2010 e 2013 (PIMENTEL et al., 2014). A confirmagéo
desses casos desencadeou uma série de acGes em Barra Mansa para o rastreamento da
ocorréncia e extensdo da LV entre cdes domésticos. Nesse periodo, foi relatada uma prevaléncia
em cées de 4,5% (MELLO et al., 2014).

Embora vérios pesquisadores investiguem diferentes métodos de diagnostico, até o
momento, ndo foram desenvolvidos testes que apresentem 100% de especificidade e
sensibilidade para o diagnostico da LVZ em cdes (SOLANO-GALLEGO et al.,, 2011;
TLAMCANI, 2016). Portanto, a investigacdo de novos métodos de diagndstico e a associagdo
de diferentes técnicas é imprescindivel para que seja possivel melhorar a eficacia da deteccao
do parasito.

Especialmente nos casos de LVZ, a avaliacdo microscopica dos esfregacos diretos
confeccionados a partir da aspiragdo de medula 0ssea é considerada de grande utilidade para
diagnostico, auxiliando no monitoramento do tratamento, além de ser um sitio de coleta que
oferece menores riscos de hemorragia se comparado a pun¢do de baco (COTTERELL et al.,
2000; GEORGIADOU et al., 2015; MILLER; BAIN, 2015).

De forma geral, métodos parasitologicos apresentam alta especificidade, entretanto sua
sensibilidade é variavel, uma vez que depende da intensidade parasitaria no tecido medular e
do ndmero de campos observados ao microscopio (BRASIL, 2014; SOLANO-GALLEGO et
al., 2011).

Diante destas consideracGes, métodos parasitoldgicos que utilizam aspirados de medula
Ossea como amostra apresentam alta frequéncia de positividade, o procedimento é pouco
invasivo, sem necessidade de anestesia geral, possibilitando um diagndstico confiavel de
leishmaniose de acordo com Paparcone et al. (2013). A predilecdo desse parasito pelo sistema
fagocitico mononuclear, a persisténcia e o rapido acimulo de amastigotas na medula 6ssea
fazem com que a busca do agente, nesse tecido seja considerada um dos meios mais sensiveis
para a confirmacdo da leishmaniose (NICOLATO et al., 2013).

A associacdo de técnicas que promovam a concentracdo celular, a realizacdo de cultura
e a aplicacdo de imunocitoquimica no esfregaco direto pode ser recomendada para aumentar a
sensibilidade e, assim, melhorar a capacidade diagnostica da leishmaniose visceral em
aspirados de medula ou de outros 6rgdos (MILLER; BAIN, 2015; GUERRA et al., 2019;
SOLANO-GALLEGO etal., 2011).



45

Na medicina veterinaria, a citologia aspirativa dos linfonodos periféricos &,
preferencialmente, utilizada na investigacdo parasitoldgica da LV canina. Contudo, alguns
autores atribuiram menor sensibilidade a este tecido, principalmente, em cées assintomaticos
ou em fase inicial de infeccéo, devido ao baixo parasitismo e dificuldade de colheita na auséncia
de hiperplasia linfoide (SOLANO-GALLEGO et al., 2011). E valido lembrar que a presenca de
animais assintomaticos e a diversidade de manifestacdes clinicas dificultam o diagnostico e o
controle dessa protozoonose, 0 que traz a necessidade da busca por novas ferramentas de
deteccdo do parasita (BRASIL, 2014; GONTIJO; MELO, 2004; DA SILVA et al., 2006).

A técnica de IHQ empregada em cell-block de aspirados de medula 6ssea apresenta-se
como uma alternativa para o diagnostico parasitoldgico da infeccdo por Leishmania spp.
(MENEZES et al., 2016; ABRANTES et al., 2016). Isso porque a IHQ usando cell-block de
medula 6ssea mostrou os melhores resultados na deteccdo de Leishmania em relacdo aos
resultados obtidos na HP e na CP (ABRANTES et al., 2016; MENEZES et al., 2016). Alem
disso, essa técnica apresentou maior positividade que testes sorologicos como RIFI, ELISA e
DPP® (ABRANTES et al., 2016). Outras vantagens dessa técnica sio a coleta de amostras a
campo, como descrito por Abrantes et al. (2016), menor probabilidade de contaminacdo de
amostras e a manutencdo da morfologia celular, possuindo potencial uso como técnica de
referéncia para confirmacdo de diagnostico e validacdo de técnicas sorologicas. Entretanto,
ainda ndo foram realizados estudos da avaliacdo da sensibilidade da técnica de IHQ usando

cell-block em aspirado de medula 6ssea para a deteccdo de Leishmania spp. em cées.
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3 OBJETIVO GERAL

Avaliacdo da sensibilidade da técnica de imuno-histoquimica usando cell-block de
aspirados de medula 6ssea para a detec¢do de Leishmania spp. em cées naturalmente infectados,
usando como padrdo de referéncia a técnica de cultura parasitologica.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v Comparar a sensibilidade da técnica de imuno-histoquimica usando cell-block de
aspirados de medula 6ssea com a sensibilidade da técnica de imuno-histoquimica em amostras
de medula 6ssea de fragmento do 0sso esterno, considerando a cultura parasitologica de medula
6ssea (MO) como padréo de referéncia em cées com ou sem sinais clinicos

v Comparar a sensibilidade da técnica de IHQ usando cell-block de aspirado de medula
Ossea com a sensibilidade da técnica de IHQ de amostras de medula 0ssea de fragmentos de
0ss0 esterno, considerando a cultura parasitologica de MO, baco, pele ou linfonodo como

padrédo de referéncia em cées com ou sem sinais clinicos
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 AMOSTRA

Foi estudada uma amostra de conveniéncia de 84 cées infectados naturalmente por L.
infantum, provenientes do municipio de Barra Mansa, area endémica do estado do Rio de
Janeiro, entre 2013 e 2019. E importante ressaltar que parte dessa amostra foi coletada
retrospectivamente. Todos os cdes eram sorologicamente positivos para infeccdo por
Leishmania spp. pelas técnicas de imunocromatografia de duplo percurso (DPP®) e de ensaio
Imunoenzimético (ELISA). Cada um desses animais foi testado previamente pela técnica de
DPP® pela Secretaria Municipal de Salde de Barra Mansa e pela técnica de ELISA pelo
Laboratério Central de Salde Publica (LACEN) do estado do Rio de Janeiro. Foram
selecionados cdes cujas amostras de medula 0ssea (aspirados para cell-block e fragmentos de

0sso esterno) coletadas entre 2013 e 2019 estivessem viaveis e disponiveis.

4.1.1 Critérios de incluséo
e Cies soropositivos para anticorpos anti-Leishmania nas técnicas de DPP® e
ELISA e com confirmacdo parasitologica pela técnica de cultura em amostras

de medula 6ssea, baco, pele ou linfonodo.

4.1.2 Critérios de exclusio
e Cées com amostras bioldgicas de medula dssea insuficientes para realizagédo de
todas as técnicas de diagndstico utilizadas no estudo.
e Cées cujas fichas clinicas ou blocos histologicos nao estivessem arquivados
e Cées com cultura parasitoldgica ausente ou negativa para as amostras de medula

0ssea, baco, pele e linfonodo, concomitantemente.

4.2 EXAME CLINICO, NECROPSIA E COLETA DE AMOSTRAS

Os cdes soropositivos foram encaminhados para eutanasia no Laboratério de Pesquisa
Clinica em Dermatozoonoses (Lapclin-Dermzoo), Instituto Nacional de Infectologia Evandro
Chagas (INI), Fundacdo Oswaldo Cruz (Fiocruz), como medida de controle preconizada pelo
Ministério da Salude (2006). Esses cdes foram sedados com cloridrato de quetamina (10 mg/kg)
em associacdo ao maleato de acepromazina (0,2 mg/kg) via intramuscular, antes do exame

clinico.
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Ao exame clinico, foi realizada inspecdo de pele e de mucosas oral e ocular, palpacao
de linfonodos superficiais e 6rgdos abdominais. Foram considerados sinais clinicos compativeis
com LVZ: caquexia, magreza, alopecia geral ou localizada, lesdes cutaneas como ulceras e
descamagéo, onicogrifose, ceratoconjuntivite e aumento de linfonodos superficiais (SOUZA et
al., 2014). Os cées foram classificados em: com sinais clinicos e sem sinais clinicos compativeis
com LVZ. Por sua vez, os cdes com sinais clinicos foram classificados em: cdes com poucos
sinais clinicos (até 2 sinais clinicos compativeis com LVZ) e com muitos sinais clinicos (mais
de trés sinais clinicos de LVVZ), baseado em Souza et al. (2014).

Observado o devido relaxamento em cada animal sedado, foi realizada puncéo
aspirativa de medula éssea do manubrio esternal usando seringa de 20 mL e agulha 40x12 mm,
apos tricotomia e antissepsia da regido e aplicacao local da lidocaina 2% (Figura 5).

Figura 5- Puncdo aspirativa de medula 6ssea em cédo
_ — )

FONTE: Lapclin-Dermzoo — INI

A amostra de aspirado de medula 6ssea foi dividida em dois tubos estéreis com EDTA
(VACUETTE® K3, 4 mL). Um tubo foi utilizado para cultura e isolamento de Leishmania spp.
e 0 outro para obtencdo de cell-block e realizacdo de IHQ, para detectar formas amastigotas de
Leishmania spp. As amostras foram armazenadas em refrigerador e enviadas ao laboratorio
para serem processadas.

Em seguida, os cdes foram submetidos & eutanésia através de administragdo por via
endovenosa de tiopental sodico e cloreto de potéassio, em overdose. Na necropsia, foram
coletados de forma estéril amostras de pele, linfonodo popliteo e bago. Essas amostras foram
acondicionadas em solucéo salina estéril contendo antimicrobianos para cultura parasitologica,

seguida da tecnica de EEML (eletroforese de enzimas multilocus) para diagnostico de L.
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infantum (Figura 6). Também foi coletado fragmento do manubrio do 0sso esterno contendo
medula éssea (Figura 7), que foi fixado imediatamente em formalina tamponada a 10% para

realizacdo das técnicas de imuno-histoquimica.

Figura 6- Fluxograma de procedimentos para coleta de amostras e exames laboratoriais

Procedimentos
Sedagdo, exame clinico,
e coleta de amostras
Aspirado de Eutanasia B Necroosia
Medula P

&
p 4

Fragmento de
Fragmento de 8

bago, pele e
linfonodo

Cell-block 0ss0 esterno

- v v
= ()

Legenda: IHQ- Imuno-histoquimica; CP- Cultura Parasitolégica

Figura 7 - Fragmentos de 0sso esterno contendo medula dssea (indicados pelas setas)

FONTE: Autora

4.3 CULTURA PARASITOLOGICA E CARACTERIZACAO ISOENZIMATICA

A cultura parasitoldgica foi realizada no Laboratério de Vigilancia em Leishmanioses
do INI/ Fiocruz. As amostras de aspirado de medula dssea e fragmentos de baco, pele e
linfonodo foram mergulhadas imediatamente em solucéo salina, semeadas em meio de cultura

bifasico NNN (Novy, MacNeal e Nicolle) acrescido de Schneider Medium Insect (Sigma-
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Aldrich) contendo 10% de soro fetal bovino e incubadas a 26-28 °C. As promastigotas de
Leishmania isoladas foram identificadas por EEML (CUPOLILLO et al., 1994, MADEIRA et
al., 2009).

4.4 IMUNO-HISTOQUIMICA DE AMOSTRAS DE MEDULA OSSEA
As amostras de aspirado de medula déssea e de o0sso esterno foram encaminhadas ao
Servico de Anatomia Patoldgica do INI, para realizagdo da técnica de imuno-histoquimica.

4.4.1 Clivagem do Cell-block de aspirados de medula 6ssea

Os tubos de EDTA contendo aspirado de medula 6ssea foram centrifugados a 1350 g
por 10 minutos, sendo o sobrenadante descartado com auxilio de pipeta descartavel. Em
seguida, a solucéo fixadora para cell-block (850 mL de alcool absoluto, 100 mL de formaldeido
a 37% e 50 mL de acido acético) foi adicionada ao tubo de EDTA lentamente de forma a evitar
0 turbilhonamento do sedimento contendo leucdcitos e hemécias, até atingir o volume de 5 mL.
O turbilhonamento em questdo impediria a formagdo de capa leucocitaria, a partir da qual
podem ser detectadas as formas amastigotas (Figura 8). Essa mistura foi submetida a um
repouso minimo de 24 horas para completa fixacédo e formacao do cell-block. Realizou-se, em
seguida, o descarte da solucao fixadora em recipiente adequado (Figura 9).

Somente entdo, o cell-block foi clivado (Figuras 10, 11 e 12) e processado
rotineiramente para ser emblocado em parafina (CARSON; CAPELLANO, 2015).

Figura 8- Regido de formacéo da capa leucocitaria apos centrifugagdo do aspirado de medula

FONTE: Autora
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Figura 9- Descarte adequado da solugdo fixadora cell-block

FONTE: Autora

Figura 10 - Deslocamento do cell-block de medula dssea do tubo de EDTA: Cell-block sendo pressionado
com a ponta da pinca (A), utilizagdo da pinga para efetuar leves batidas no tubo invertido com a amostra em
iminente descolamento (B) e (C) amostra pronta para clivagem.

FONTE: Autora

Figura 11— Desbastamentos laterais do cell-block de medula éssea (A e B) e sec¢do mediana na clivagem

©).

FONTE: Autora
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Figura 12 — Aspecto do cell-block de medula dssea apés clivagem

4.4.2 Clivagem dos fragmentos de 0sso esterno contendo medula 6ssea

As amostras de manubrio do o0sso esterno foram clivadas (Figura 13), acondicionadas
(Figura 14) e descalcificadas com &cido nitrico a 10% (Figura 15) até que apresentassem
amolecimento suficiente para a rotina de processamento histolégico (minimo de 24 horas).
Ap0s a descalcificacdo, essas amostras foram processadas rotineiramente para emblocamento
em parafina (CARSON; CAPELLANO, 2015).

Figura 13- Etapas da clivagem de amostra de 0sso esterno: fragmento obtido ap6s a necropsia (A), retirada do
gradil costal e da musculatura inerentes (B) e corte seccional evidenciando a medula éssea (C)

FONTE: Autora
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Figura 14: Osso esterno clivado no interior do cassete (A) e acondicionado com reserva em formalina (B)

FONTE: Autora

Figura 15: Osso esterno durante o processo de descalcificacdo em acido nitrico.

FONTE: Autora

4.4.3 Processamento dos cortes histolégicos pela imuno-histoquimica

Dando prosseguimento ao estudo, para realizacdo da técnica de IHQ, cortes seriados de
5 um dos blocos de parafina contendo os respectivos tecidos foram colocados em I&minas
silanizadas (Erviegas, ERV — SF PLUS). A técnica de IHQ foi concluida em dois dias
consecutivos. No primeiro dia, foi realizada a desparafinizacdo das laminas a 60°C por 10
minutos, tendo sido mergulhadas em xilol e reidratadas em concentracdes decrescentes de
etanol. Em seguida, foram lavadas em agua corrente por pelo menos 5 minutos. Na etapa
seguinte, foi realizado o bloqueio da peroxidase enddgena dos cortes histologicos. Para esse
fim, foi preparada a solucdo de bloqueio da peroxidase endogena utilizando-se 55 mL de &lcool
metilico para 45 mL de peroxido de hidrogénio 30% por 40 min, a temperatura ambiente, ao
abrigo da luz. Para cada 25 laminas utilizamos um volume de 200 mL da solugdo. A proxima
etapa realizada foi a de recuperacdo antigénica, na qual as ldaminas com os cortes foram inseridas

em cubas preenchidas com tampdo citrato (pH=6). As cubas com as laminas foram incubadas
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a 65°C por 30 minutos em banho-maria. Apds o esfriamento total das laminas, foi realizada a
lavagem por 5 a 10 minutos na &dgua corrente e utilizada uma caneta hidrofébica (Dako pen)
para contornar os cortes histologicos. Foi instilada nos cortes uma solugdo bloqueadora de
proteinas Lab Vision™ Ultra V Block (Thermo Scientific, California, EUA) a temperatura
ambiente, deixando-a agir por 10 minutos. A seguir, foi aplicada sobre as laminas a solugéo
TBS (Tris-Buffered-Saline, TBS IHC Wash Buffer with Tween 20, Cell Marque, Rocklin,
California, EUA), deixando-as em repouso por 5 minutos. Foi retirada a solucdo de TBS
(escorre-se a mesma, realizando pequenas batidas na bandeja) e aplicado o soro policlonal anti-
Leishmania na diluicdo 1:500, deixando as laminas na bandeja em camara Umida na geladeira
entre 2 e 8°C overnight. O soro anti-Leishmania foi produzido pelo Laborat6rio de Pesquisa
Clinica e Vigilancia em Leishmanioses do INI, Fiocruz, por imunizacdo de coelhos com formas
promastigotas de L. chagasi, seguindo o protocolo de Quintella et al. (2009).

No segundo dia, a reacédo para deteccdo de Leishmania spp. foi desenvolvida usando o
Kit The HiDef Detection™ HRP Polymer System (Cell Marque, Massachusetts, EUA), de
acordo com protocolo recomendado pelo fabricante, conforme descrito a seguir. Apoés
incubacdo com anticorpo anti-Leishmania spp., os cortes histoldgicos foram submetidos a duas
lavagens de 5 minutos com solu¢do TBS. Em seguida, os cortes histologicos foram incubados
por 20 minutos a temperatura ambiente com o amplificador do kit. Apds esses 20 minutos, 0s
cortes foram submetidos a duas lavagens de 5 minutos com TBS. Apds, as lavagens os cortes
histologicos foram incubados por 20 minutos a temperatura ambiente com polimero detector
conjugado a peroxidase. Apds mais duas lavagens de 5 minutos com TBS, os cortes foram
incubados com o cromégeno diaminobenzidina (DAB) (Sigma-Aldrich, Co., St. Louis, MO,
EUA). As formas amastigotas foram marcadas em castanho pela reacdo do cromédgeno DAB
com a peroxidase. Apos esta etapa, os cortes foram lavados com trés banhos em agua destilada
durante 2 minutos e, logo apos, submetidos a contra coloracdo com hematoxilina de Harris.

Para montagem, as laminas foram imersas em agua destilada durante 1 minuto,
desidratadas em alcool, diafanizadas em xilol e montadas em meio de montagem entellan
(Merck).

Cortes histoldgicos de tecidos intensamente parasitados com formas amastigotas de
Leishmania foram incubados com soro homélogo ndo-imune como controle negativo e com

soro policlonal de coelho anti-Leishmania como controle positivo.
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4.5 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos das culturas parasitoldgicas, do levantamento das fichas clinicas
e da leitura de todas as laminas de IHQ foram armazenados em Excel® e analisados usando o
pacote estatistico R versdo 3.6.2 (R CORE TEAM, 2019), através da interface R Studio
versdo 1.2 (R STUDIO TEAM, 2019). As frequéncias de positividade, com respectivos
intervalos de confianca de 95% das técnicas, foram calculadas usando a cultura parasitolégica
como padrao de referéncia. Foram utilizados dois padrdes de referéncia: cultura parasitolégica
positiva de aspirado de medula 6ssea e cultura parasitoldgica positiva de fragmentos de baco,
pele, linfonodo ou medula 6ssea. Foram avaliadas as associagdes entre as variaveis quantitativas
e foram utilizados gréficos do tipo Boxplot e o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney.
Utilizou-se o Teste Qui-quadrado (X?) com correcdo de Yates e 0 Teste exato de Fisher para a
comparacéo entre as frequéncias de positividade obtidas pela técnica de IHQ segundo o tipo de
amostra (cell-block de aspirado medular e fragmento do 0sso esterno contendo medula 0ssea)
guanto a presenca ou auséncia de sinais clinicos, bem como para avaliar se a presenca ou
auséncia de capa leucocitaria influenciou na positividade das técnicas de IHQCB e de IHQOE
(PETT, 2016).

Para avaliar a concordancia entre as técnicas de imuno-histoquimica usando cell-block
de aspirado de medula 6ssea (IHQCB) e imuno-histoquimica de fragmento de 0sso esterno
contendo medula o6ssea (IHQOE), foi utilizado o indice Kappa que admite as seguintes
classificagdes, segundo Landis & Koch (1977): ruim (k<0,00); fraca (0,00 a 0,20); razoavel
(0,21 a 0,40); moderada (0,41 a 0,60); substancial (0,61 a 0,80) ou quase perfeita (0,81 a 1,00).
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5 ASPECTOS ETICOS

Os procedimentos realizados nos caes foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de
Animais de Laboratério (CEUA/FIOCRUZ), licengas LW-54/13 e LW-24/17 com termo
aditivo (LW-24/17 P-51/16.4).
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6 RESULTADOS

Foram utilizadas 150 amostras de animais (fragmentos de 0sso esterno contendo medula
6ssea e cell-block de aspirados de medula 6ssea) emblocadas em parafina, entre 2013 e 2019.
Respeitando critérios previamente estabelecidos, 66 amostras foram excluidas e 84 amostras
foram avaliadas (Figura 16).

Figura 16: Fluxograma das amostras selecionadas

Amostras

Amostras de Medula
Ossea insuficientes

Fichas ou blocos
histolégicos indisponiveis

CP - ou nao realizada em

todos os orgaos testados -

Legenda: CBMO- Cell-block de medula 6ssea; FOE- Fragmento de 0sso esterno; CP- Cultura parasitolégica

Entre os animais incluidos, 88% (74/84) apresentaram sinais clinicos e 12% (10/84)
ndo apresentavam sinais clinicos. Foram contabilizadas 58 amostras positivas na cultura de
medula déssea. Das 26 amostras negativas na CP de medula 6ssea, 14 (53,8%) apresentaram
negatividade por contaminacdo microbioldgica.

A positividade encontrada nas amostras medulares pode ser observada nas técnicas
de imuno-histoquimica para deteccdo de formas amastigotas de L. infantum usando cell-block
de aspirados de medula dssea (IHQCB) e de imuno-histoquimica para detec¢do de formas
amastigotas de L. infantum nas amostras de medula 6ssea de fragmento do 0sso esterno
(IHQOE), respectivamente, através da visualiza¢do de formas amastigotas coradas em castanho
(Figura 17 e Figura 18).
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Figura 17 - Corte histoldgico de cell-block de medula 6ssea de cdo mostrando formas amastigotas coradas em
castanho (setas) no interior de macrofagos em capa leucocitaria em objetiva de 4x (A) e de 40x (B). Imuno-
histoquimica.

Figura 18 - Corte histologico de fragmento de osso esterno de cdo contendo medula dssea, mostrando formas
amastigotas coradas em castanho (setas) no interior de macréfagos em objetiva de 40x. Imuno-histoquimica.

Usando como padréo de referéncia a positividade de medula 6ssea, pele, linfonodo ou
baco na cultura parasitolégica (CP), a frequéncia de positividade da IHQCB foi de 30,9%
(26/84) (1C 95%: 21,6%; 42,1%). A frequéncia de positividade da IHQOE foi de 65,5% (55/84)

(IC 95%: 54,2%; 75,3%), usando o0 mesmo padrdo de referéncia.
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O namero de amostras positivas e negativas para cada técnica realizada esta descrito na
tabela 2.
Tabela 2- Casos positivos e negativos para as formas amastigotas de L. infantum pelas técnicas de IHQ em

amostras de aspirados e medula 6ssea de caes com infeccéo por L. infantum, usando como padrdo de referéncia a
positividade na cultura parasitologica de medula 6ssea, pele, linfonodo ou baco.

IHQCB IHQOE Total
Positivo Negativo
Positivo 4 22 26
Negativo 51 7 58
Total 55 29 84

IHQCB: Imuno-histoquimica usando Cell-block; IHQOE: Imuno-histoquimica de fragmento de osso esterno.

As frequéncias de positividade da técnica de IHQCB para o diagndstico da infeccéo por
L. infantum em amostras de medula dssea de cédes na presenca ou auséncia de sinais clinicos
foram 29,7% (22/74) e 40,0% (4/10), respectivamente, usando como padrdo de referéncia a

positividade de medula dssea, pele, linfonodo ou bacgo (Tabela 3).

Tabela 3- Casos positivos e negativos para as formas amastigotas de L. infantum pela técnica de IHQCB de
aspirados e medula dssea de acordo com a presenca ou auséncia de sinais clinicos, usando como padrdo de
referéncia a positividade de medula dssea, pele, linfonodo ou baco

IHQCB Sinais Clinicos Total
Presentes Ausentes
N % N % N %
Positivo 22 26,2 4 4.8 26 31
Negativo 52 61,9 6 7,1 58 69
Total 74 88,1 10 11,9 84 100

IQHCB: Imuno-histoquimica usando Cell-block; N: nimero de amostras

N&o se observou associacao entre os resultados da técnica de IHQCB em amostras de
aspirados de medula 6ssea e o estado clinico do animal, ao nivel de 5% de significancia (X2
com corre¢do de Yates = 0,087; p= 0,768), ou seja, ser positivo ou ndo nesta técnica independe

da presenca ou auséncia de sinal clinico de LV nos caes.



60

As frequéncias de positividade da técnica de IHQOE na presenca ou auséncia de sinais
clinicos foram de 66,2% (49/74) e 60,0% (6/10), respectivamente, usando como padrao de

referéncia a positividade da cultura de medula déssea, pele, linfonodo ou bago (Tabela 4).

Tabela 4- Casos positivos e negativos para as formas amastigotas de L. infantum pela técnica de IHQOE de acordo
com a presenca ou auséncia de sinais clinicos, em cées com infeccdo por L. infantum confirmada pela cultura
parasitolégica de pele, baco, MO ou linfonodo.

IHQOE Sinais Clinicos Total
Presentes Ausentes
N % N % N %
Positivo 49 58,3 6 7,1 55 65,5
Negativo 25 29,8 4 4,8 29 34,5
Total 74 88,1 10 11,9 84 100,0

IHQOE: Imuno-histoquimica de osso esterno; N: nimero de amostras.

Né&o foi verificada associacdo entre os resultados da técnica de IHQOE e o estado clinico
do animal ao nivel de 5% de significancia (X2 = 0,001 e p-valor = 0,973). Esse resultado
evidencia que a deteccdo do parasito pela IHQOE independe da presenca ou auséncia de sinais
clinicos de LV nos cées.

Levando em consideracdo que 69,0% (58/84) dos cées incluidos apresentaram CP
positiva para medula dssea, foram construidas as tabelas 5, 6 e 7.

Usando como padrdo de referéncia a positividade de medula 6ssea na cultura
parasitologica (CP), a frequéncia de positividade de IHQCB foi de 29,3% (17/58) (IC 95%:
18,4%; 42,9%). Na IHQOE, a frequéncia de positividade foi de 63,8% (37/58), usando 0 mesmo
padrdo de referéncia (IC 95%: 63,8; 75,7%)

O numero de amostras positivas e negativas para cada técnica realizada esta descrito na
tabela 5.

Tabela 5- Casos positivos e negativos para as formas amastigotas de L. infantum pelas técnicas de IHQCB e IHOE
em amostras medula dssea de cdes com infeccdo por L. infantum confirmada pela cultura parasitol6gica de medula
Ossea.

IHQCB IHQOE Total
Positivo Negativo
Positivo 16 1 17
Negativo 21 20 41
Total 37 21 58

IHQCB: Imuno-histoquimica usando Cell-block; IHQOE: Imuno-histoquimica de fragmento de osso esterno.
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A frequéncia de positividade da técnica de IHQCB para o diagndstico da infecgdo por
L. infantum em amostras de medula 6ssea de cées na presenca ou auséncia de sinais clinicos
foi de 27,4% (14/51) e 42,9% (3/7), respectivamente, usando como padréo de referéncia a
positividade da cultura de medula 6ssea (tabela 6).
Tabela 6- Casos positivos e negativos para as formas amastigotas de L. infantum pela técnica de IHQCB de acordo

com a presenca ou auséncia de sinais clinicos, em amostras de medula éssea de cées com infecgdo por L. infantum
confirmada pela cultura parasitologica de medula 6ssea.

IHQCB Sinais Clinicos Total
Presentes Ausentes
N % N % N %
Positivo 14 24,1 3 5,2 17 29,3
Negativo 37 63,8 4 6,9 41 70,7
Total 51 87,9 7 12,1 58 100,0

IHQCB: Imuno-histoquimica usando Cell-block; N: nimero de amostras

As frequéncias de positividade da técnica de IHQOE para deteccao de L. infantum em
amostras de medula 6ssea de cdes na presenga ou auséncia de sinais clinicos foi de 62,7% (32/51)
e 71,4% (5/7) usando a CP de medula 6ssea como referéncia, respectivamente.

Comparando a positividade na técnica de IHQOE de medula 6ssea na presenca ou
auséncia de sinais clinicos, utilizando a cultura de medula 6ssea como referéncia, foi montada
a tabela 7.

Tabela 7- Casos positivos e negativos para as formas amastigotas de L. infantum pela técnica de IHQOE de acordo

com a presenca ou auséncia de sinais clinicos, em amostras de medula 6ssea de cdes com infecgéo por L. infantum
confirmada pela cultura parasitolégica de medula dssea.

IHQOE

Sinais Clinicos Total
Presentes Ausentes
N % N % N %
Positivo 32 55,2 5 8,6 37 63,8
Negativo 19 32,8 2 3,4 21 36,2
Total 51 88,0 7 12,0 58 100,0

IHQOE: Imuno-histoquimica de fragmento de 0sso esterno; N: ndmero de amostras.

Na avaliacdo de concordancia entre IHQCB e IHQOE, foi observada concordancia

razoavel, com valor do indice Kappa igual a 34% (IC 95%: 15%; 52%).
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No total de 84 amostras de medula 6ssea processadas pela técnica de IHQCB, em 25
(31%) foi observada capa leucocitaria. Nessas 25 amostras com capa leucocitéria, 10 (40%)
foram positivas para formas amastigotas de Leishmania spp. pela técnica de IHQCB. Nas 59
amostras de medula dssea submetidas a técnica de IHQCB nas quais houve auséncia de capa
leucocitéria, 16 (27%) foram positivas para formas amastigotas de Leishmania spp. Entretanto,
ndo houve relacdo estatisticamente significativa entre a presenca ou a auséncia de capa
leucocitaria na positividade da IHQCB nesse estudo, o que foi verificado através do Teste exato
de Fisher, p-valor=0,303.

Neste estudo foram coletadas amostras em 33 fémeas e 51 machos. Ser fémea ou macho
néo influenciou na positividade ou negatividade da IHQCB (X2=0,010, p-valor=0,917). O sexo
também ndo influenciou na positividade da IHQOE (X2=0,980, p-valor=0,322). Em relacdo a
presenca ou auséncia de sinais clinicos em funcao da raga ndo houve associacdo (X2 =9,763, p-
valor= 0,999), tendo 88,7% (63/71) dos animais SRD (sem raca definida) apresentado sinais
clinicos. Ja entre os animais com raca definida 84,6% (11/13) apresentaram sinais clinicos.

E importante mencionar que, entre os animais utilizados no estudo, 84,5% (71/84) eram
SRD. Ter ou ndo raca definida ndo teve relacdo com a positividade ou a negatividade da
IHQCB, o que foi avaliado pelo Teste exato de Fisher (p-valor=0,631). O mesmo ocorreu na
IHQOE (p-valor=0,125).

A idade dos animais utilizados no estudo oscilou entre 2 e 180 meses. Ndo houve
associacgdo entre idade e positividade ou negatividade da IHQCB nesse estudo, como pode ser
observado no Boxplot (figura 18) e pelo Teste de Mann-Whitney (W=678, p-valor=0,4622).
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Figura 18- Boxplot mostrando a associacdo entre idade (meses) e positividade na IHQCB.
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IHQCB: Imuno-histoquimica usando Cell-block
De forma semelhante, ndo houve associacao entre idade e positividade ou negatividade
da IHQ utilizando fragmentos de o0sso esterno (FOE), como pode ser observado no Boxplot

(figura 19) e pelo Teste de Mann-Whitney (W=748, p-valor=0,642). A idade mediana foi

praticamente a mesma para as amostras que obtiveram positividade ou negatividade na IHQOE.

Figura 19- Boxplot mostrando a associacdo entre idade (meses) e positividade na IHQOE.
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7 DISCUSSAO

A técnica de IHQCB apresentou baixa frequéncia de positividade em ambos os padroes
de referéncia. Entretanto, outros autores tiveram resultados melhores para essa técnica tanto em
medula éssea como em linfonodo de cdes e a consideraram uma boa técnica para o diagnostico
da LVC, sendo atil para o refinamento do diagndstico parasitoldgico direto em cées
naturalmente infectados por Leishmania spp. (ABRANTES et al., 2016; GUERRA et al., 2019;
MENEZES et al., 2016). Abrantes et al. (2016) mostraram que a IHQCB de aspirados de
medula 6ssea apresentou os melhores resultados comparada aos outros exames parasitolégicos
em fragmentos de pele (IHQ, HP e CP) e de MO (CP) no diagnéstico de L. infantum em &rea
previamente ndo afetada pela doenca. Em 145 cdes, 25% foram soropositivos, 4% foram
positivos na técnica de IHQCB de medula dssea e 2% foram positivos na cultura parasitologica
de pele ou medula 6ssea. Adicionalmente, a IHQCB detectou um caso negativo na sorologia e
demais técnicas parasitologicas (IHQ de pele, HP de pele e CP). As frequéncias de positividade
gerais da tecnica de IHQCB nesse estudo, usando a CP positiva como padrdo de referéncia,
foram semelhantes a frequéncia de positividade de 31,1% encontrada por Menezes et al. (2016)
utilizando a mesma técnica em aspirados de medula 6ssea. Entretanto, a compara¢do com 0s
resultados quanto as frequéncias de positividade € limitada, pois esses autores ndo utilizaram
uma técnica padréo de referéncia positiva para selecionar os cées. No estudo de Menezes et al.
(2016), os 45 cées estudados eram de area endémica para LVZ, porém sem diagnostico prévio
de L. infantum realizado nos caes. Esses autores também relataram que a técnica de IHQCB,
obteve uma frequéncia de positividade superior a de cultura parasitoldgica (13,3%) e de
histopatologia (8,9%). Guerra et al. (2019), ao avaliarem a técnica de IHQCB em aspirados de
linfonodos por agulha fina em cées positivos para L. infantum na PCR e sorologia, encontraram
uma frequéncia de positividade de 70%, bem superior a técnica de citopatologia, que foi de
32%.

Uma possivel explicacdo para o baixo desempenho na deteccao de formas amastigotas
de Leishmania spp. na medula Ossea de cdes pela técnica de IHQCB, no presente estudo,
diferente de Abrantes et al. (2016) e Menezes et al. (2016), pode ter sido a ndo formacédo da
capa leucocitaria em mais da metade das amostras estudadas. 1sso porque, embora ndo tenha
sido encontrada diferenca significativa estatisticamente, a frequéncia de positividade para
formas amastigotas de Leishmania no presente estudo foi superior em 13% quando havia a capa
leucocitéria em comparacdo com as amostras sem a formagdo da capa leucocitaria. Segundo

Menezes et al. (2016), a boa capacidade de deteccéo de formas amastigotas de Leishmania spp.
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pela técnica de IHQCB em aspirados de medula 6ssea pode ser compreendido pelo fato de que
as celulas sdo centrifugadas e leucocitos sdo concentrados nos cortes histologicos, formando
uma capa leucocitaria. Nesses concentrados de leucdcitos, sdo encontradas as células infectadas
por Leishmania spp. A ndo formacédo da capa leucocitaria em diversas amostras do presente
estudo pode estar relacionada a um quadro de leucopenia, que é frequentemente observado em
caes com LVZ (PALTRINIERI et al., 2016). Uma outra hipdtese, é que o volume de aspirado
medular padronizado para a coleta no presente estudo tenha influenciado na formacao da capa
leucocitaria das amostras estudadas, possivelmente subestimando as frequéncias de
positividade da IHQCB.

Em relacéo ao volume méaximo de aspirado medular, Paiva et al. (2014) estimaram 1mL,
desprezando aspirados com grandes volumes, os quais inviabilizariam a execucdo da técnica de
cell-block por conterem percentual maior de hemécias e, portanto, menor percentual de células
representativas do tecido pesquisado. Abrantes et al. (2016) utilizaram 0,5mL de aspirado de
medula e a mesma solugéo fixadora utilizada nesse estudo com bons resultados para IHQCB.
Apesar disso, Menezes et al. (2016) utilizaram de 1,5 a 2mL de aspirado medular com bons
resultados. Porém neste estudo, o volume coletado ndo ultrapassou 1mL de aspirado medular,
porque volumes maiores de amostras de aspirado medular para obtencdo do CB foram friaveis
no momento da clivagem, ou mesmo ndo conseguiam ser deslocados dos tubos de EDTA.
Portanto, em estudos futuros sobre a IHQCB seria interessante estabelecer o melhor volume de
aspirado medular na coleta de amostras, bem como avaliar a leucometria global dos animais
eutanasiados para estudar possiveis relacdes com a formacéo da capa leucocitaria.

Antunes et al. (2018) compararam as técnicas de histopatologia de cell-block de aspirados
de medula 6ssea (CBMO), histopatologia de bidpsia de medula dssea e citologia aspirativa de
medula 6ssea para detec¢do de formas amastigotas de Leishmania spp em 24 cées. Esses autores
usaram como padrao de referéncia caes positivos para L. infantum na PCR e CP e consideraram
a leitura de 1000 campos, bem como avaliaram a intensidade da infeccdo nas laminas
examinadas. Eles concluiram que a citologia apresentou maior frequéncia de positividade
(96,5%) em relacdo a HP de CBMO (92,5%) e a bidpsia (92,5%). Ademais, Antunes et al.
(2018) observaram que a deteccdo da primeira forma amastigota utilizou menor nimero de
campos na citologia e na bidpsia se comparado ao CBMO. Apesar de as técnicas de citologia e
CBMO terem sido coradas com HE, que é menos sensivel que a IHQ, elas obtiveram
desempenho superior ao do presente estudo.

Uma possivel explicacdo para a maior sensibilidade da histopatologia em CBMO, pode

ter sido o uso do gel de agarose para concentrar as células e formar o citobloco, diferente do
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presente estudo, no qual foi usado solucéo fixadora composta por &lcool absoluto, formaldeido
a 37% e acido acético. Paiva et al. (2014) obtiveram melhores resultados na obtengdo de
citobloco de capa leucocitaria e medula éssea ao realizarem fixacéo dessas amostras em alcool
a 95%. Portanto, tanto o uso de gel de agarose nas amostras para centrifugacao, como a fixagéo
do citobloco obtido em alcool a 95%, poderiam ser testados futuramente na técnica de IHQCB
para melhorar a sua sensibilidade.

A técnica de cell-block combina técnicas de citopatologia e histolégicas (MENEZES et
al., 2016; ROWE et al., 2001). Ao comparar as frequéncias de positividade da técnica de
IHQCB com as obtidas em outros estudos pela citopatologia e HP (coloracdo HE) para o
diagnostico de formas amastigotas de L. infantum em amostras de medula dssea, a técnica de
IHQCB mostrou frequéncia de positividade ligeiramente superior as da HP (12 a 27%) e inferior
as da citopatologia (47 a 95%) (DE MELLO et al., 2016; HONSE, 2014; MOREIRA et al.,
2007). As frequéncias de positividade no presente estudo também foram semelhantes as da
técnica de citopatologia em linfonodo (30 a 50%) (ALVAR et al., 2004; GUERRA et al., 2019).
Esses resultados demonstram que a sensibilidade da técnica de IHQCB esta dentro da faixa
esperada para uma técnica parasitologica de rotina, que € baixa, porém com alta especificidade.
Entretanto, esperava-se uma sensibilidade melhor, por utilizar a técnica de IHQ. Considerando
os resultados de sensibilidade e aspectos como rapidez no diagndstico, praticidade na execucao
e custo, a citopatologia seria mais vantajosa com relacdo a técnica de IHQCB e de
histopatologia, e, portanto, mais indicada na rotina para o diagnéstico da LVVC. Apesar dessas
desvantagens, a técnica de IHQCB apresenta potencial, que precisa ser aprimorado. 1sso porque,
essa técnica comparada as técnicas de citopatologia e histopatologia mostrou uma boa
capacidade de deteccdo de formas amastigotas em cdes sem sinais clinicos, ligeiramente
superior a encontrada em cdes com sinais clinicos no presente estudo. Essa frequéncia de
positividade foi bem superior a encontrada para técnica de citopatologia (14,6%) e
histopatologia (21,7%) em cdes sem sinais clinicos, nos quais foram examinadas amostras de
medula éssea (MOREIRA et al., 2007; SARIDOMICHELAKIS et al., 2005).

Teixeira et al. (2019) relataram em uma populacdo de cdes predominantemente
assintomaticos, residentes em area endémica de leishmaniose visceral, sensibilidades de testes
sorolégicos de 21,74% no TR-DPP, 11,59% no EIE-LVC, 37,68% no ELISA rK39 e 18,84%
no DAT-Canis. Laurenti et al. (2013) demonstraram que diferentes estados clinicos foram
potencialmente infecciosos para os vetores, mas cdes assintomaticos possibilitaram a infeccéo
de um namero maior de flebotomineos, indicando que cdes sem sinais clinicos de leishmaniose

visceral eram mais competentes para transmitir parasitas para o vetor. Também sugeriram que
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caes assintomaticos desempenham um papel importante na epidemiologia leishmaniose
visceral, mantendo o ciclo da doenga em areas endémicas. Segundo Abrantes et al. (2016), a
IHQCB detectou trés caes positivos, sem sinais clinicos, que foram negativos nas demais
técnicas parasitologicas, sendo um deles negativo também em trés técnicas soroldgicas.
Portanto, as falhas de sensibilidade de técncias soroldgicas e parasitoldégicas como a
citopatologia e histopatologia em cées sem sinais clinicos, que sdo comprovadamente
relevantes na transmissao da doenca (LAURENTI et al., 2013), reforcam a utilidade da técnica
de IHQCB. Nesse contexto, a combinacdo da técnica de IHQCB com a sorologia, poderia
aumentar a sensibilidade na detecgdo dos cdes sem sinais clinicos. A associacdo de métodos
parasitoldgicos distintos € sugerida por Boelaert et al. (2007) em prol do aumento da
sensibilidade diagndstica.

Outras vantagens da IHQCB, além da boa capacidade de deteccdo de cées sem sinais
clinicos infectados por L. infantum, sdo a facilidade, rapidez e seguranca de coleta das amostras
de medula 6ssea, o facil armazenamento e transporte das amostras, a possibilidade de
armazenamento por longos periodos, permitindo estudos retrospectivos e prevenindo perdas
com contaminagdo microbioldgica como na cultura parasitologica (ANTUNES et al., 2018;
MAIA; CAMPINO, 2008; PAPARCONE et al., 2013). Portanto, é uma técnica cuja coleta de
amostra para sua realizacdo pode ser utilizada em regides distantes, sem infraestrutura
laboratorial disponivel e o0 seu envio para os laboratérios de diagnéstico é seguro, sendo
recomendada para trabalhos de campo e pesquisas de larga escala (ABRANTES et al., 2016;
MENEZES et al., 2016).

A frequéncia de positividade da técnica de IHQOE foi satisfatoria para uma técnica
parasitologica usando como padrdo de referéncia a CP, para cdes com e sem sinais clinicos.
Além disso, a técnica de IHQOE apresentou maiores frequéncias de positividade se comparada
a IHQCB, independendo do padréao de referéncia utilizado (cultura de medula dssea ou de pelo
menos um tecido coletado positivo). A concordancia entre as técnicas nao foi boa. Os
resultados de frequéncia de positividade para IHQOE foram semelhantes aos obtidos por
Furtado et al. (2015), equivalentes a 64,6% em amostras de aspirados de medula 0ssea,
submetidas a IHQ, de 42 cées soropositivos da mesma regido endémica do presente estudo. Por
sua vez, Toplu & Aydogan (2011), na Turquia, encontraram frequéncias de positividade
superiores, iguais a 90,9%, e Moreira et al. (2007), em area endémica de LVC no estado de Séo
Paulo, relataram frequéncias de positividade variando de 32,0 a 58,54%, inferiores ao do nosso
estudo. Essas diferentes frequéncias de positividade podem estar relacionadas a diversos

fatores, como estagio da doenca, status clinicos dos cées examinados, regibes endémicas
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distintas, bem como diferentes protocolos de IHQ e forma de selecdo dos cées incluidos nesses
estudos. Nesses trés estudos, o desempenho da técnica de IHQ foi superior aos de outras
técnicas parasitologicas avaliadas em medula 6ssea. Furtado et al. (2015), encontraram
frequéncias de positividade de 53,8% para CP e de 58,5% para hibridizagéo in situ. Toplu &
Aydogan (2011), relataram frequéncias de positividade de 57,1% para citopatologia e 45,4%
para histopatologia. Com base nesses resultados e nos do presente estudo, a medula 6ssea se
mostrou uma boa amostra para diferentes técnicas de diagndstico parasitologico de LVC.
Entretanto, as frequéncias de positividade da IHQ e de outras técnicas parasitoldgicas avaliadas
foram maiores nas amostras de baco e linfonodo (FURTADO et al., 2015; MOREIRA et al.,
2007; TOPLU & AYDOGAN, 2011). Além de ser uma das técnicas parasitolégicas mais
sensiveis e de alta especificidade, a IHQ apresenta outras vantagens. Dentre essas vantagens,
esta o fato de a amostra coletada ser fixada em formalina tamponada a 10%, que € uma solucéo
de baixo custo, de facil preparo e obtencdo, ndo sendo susceptivel a contaminagéo
microbiologica como a CP e ndo precisando ser mantida sob refrigeracdo. Essas caracteristicas
permitem com que a amostra biologica para técnica de IHQ possa ser coletada a campo em
regides remotas, sem estrutura laboratorial e com limitacdes de meios de transporte. Ademais,
essa amostra, uma vez emblocada em parafina, pode ser mantida por longos periodos e permite
estudos retrospectivos, como ja foi dito. Entretanto, € uma técnica que apresenta falhas de
sensibilidade e especificidade, que dependem da experiéncia do leitor (MAIA; CAMPINO,
2008). Comparada a técnica de citopatologia e histopatologia, a IHQ exige uma estrutura
laboratorial mais complexa, possui custo mais elevado, a sua execugdo é mais laboriosa e 0
tempo para obtencéo do resultado € maior (MENEZES et al., 2013). Uma limitacdo da IHQOE
em relacdo a IHQCB, é que a coleta da amostra de 0sso esterno € inviavel in vivo pela sua
invasibilidade, sendo indicada apenas para o diagnostico post mortem da infeccdo por

Leishmania spp. em cdes.
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8 CONCLUSOES

Apesar de possuir potencial de utilizacdo como técnica parasitoldgica de rotina no
diagndstico da infeccdo por L. infantum em cées pela praticidade na coleta e preservacdo da
amostra, a técnica de IHQCB apresentou uma baixa sensibilidade na deteccdo de formas
amastigotas de Leishmania e necessita de ajustes em seu protocolo.

A técnica de IHQOE apresentou uma boa sensibilidade para deteccdo de formas
amastigotas de L. infantum em cées, superior a de IHQCB, demonstrando ser uma ferramenta
atil no diagnostico post mortem da infecgdo por L. infantum em cées.

A baixa formacdo da capa leucocitaria das amostras de aspirado de medula 6ssea nesse
estudo pode estar relacionada ao desempenho inferior da IHQCB, ja que a frequéncia de
positividade da IHQCB na deteccdo de formas amastigotas de Leishmania spp. foi maior nas

amostras onde a capa leucocitaria estava presente.
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