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SILVA, R.G. Estudo comparativo das técnicas de hibridizagdo in situ e reacdo em cadeia
da polimerase-quantitativa (QPCR) para o diagndstico da infec¢do cutanea por Leishmania
infantum em caes. Rio de Janeiro, 2018. 68f. Dissertacdo [Mestrado em Pesquisa Clinica em
Doencas Infecciosas] - Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas.

RESUMO

A leishmaniose visceral zoondtica é uma doenca causada pelo protozoario Leishmania
infantum e de grande importancia em salde puablica no Brasil, que acomete humanos e
mamiferos domesticos e silvestres. O diagnostico da infec¢do por L. infantum em caes é feito
por meio de técnicas laboratoriais, que devem ser acuradas, pois esses animais sdo a principal
fonte de infeccdo para o vetor biolégico no meio urbano. Amostras de pele fixadas em
formalina tamponada a 10% e emblocadas em parafina (FFEP) sdo muito utilizadas na rotina
para o diagnéstico da infeccdo por L. infantum em cées, por serem um bom alvo e
prescindirem de condi¢es ideais de refrigeracédo e transporte a campo. Muitas vezes essas sdo
as Unicas amostras disponiveis para o diagnostico da espécie de Leishmania spp. Nesses
casos, o0 diagnostico a nivel de espécie somente € possivel pela utilizacdo da técnica de
hibridizacéo in situ (ISH) e técnicas de PCR, como a PCR quantitativa (JPCR). Porém, a
sensibilidade dessas técnicas em pele FFEP é pouco conhecida. Portanto, o objetivo desse
estudo é determinar a sensibilidade das tecnicas de ISH e qPCR em amostras de pele FFEP
para o diagnostico da infeccdo por L. infantum em cées usando amostras de pele positivas na
cultura parasitoldgica (CP) como método padréao de referéncia. Amostras de pele FFEP de 48
caes, 27 com presenca de sinais clinicos e 21 com auséncia de sinais clinicos, com infeccéo
cutanea para L. infantum confirmada na CP e eletroforese de enzimas multilocus, foram
examinadas pelas técnicas de ISH e qPCR usando sondas especificas para L. infantum . Essas
amostras foram coletadas por biopsia de pele integra da regido escapular de caes de diferentes
areas endémicas no Brasil, entre 2008 e 2015. A técnica de ISH foi examinada por dois
observadores com diferentes experiéncias em microscopia Optica. As sensibilidades
encontradas para as técnicas de gPCR e ISH foram respectivamente 77% e 58%. As
sensibilidades da técnica de qPCR em cées com presenca de sinais clinicos e auséncia de
sinais clinicos foram 70,4% e 85,7%, respectivamente. As sensibilidades da técnica de 1SH
em cdes com presenca de sinais clinicos e auséncia de sinais clinicos foram 55,5% e 62%,
respectivamente. A concordancia interobservadores na técnica de ISH foi suave
(Kappa=0,32). ISH apresentou sensibilidade diretamente associada a carga parasitaria
quantificada de L. infantum na pele. As técnicas de ISH e gPCR apresentaram sensibilidades
satisfatorias no diagndstico da infeccdo por L. infantum em amostras de pele de cdes FFEP,
inclusive em cdes com auséncia de sinais clinicos, sendo a qPCR a técnica mais sensivel.
Quando utilizadas em conjunto, essas duas técnicas aumentam a sensibilidade do diagndstico
de L. infantum na pele FFEP de cdes e permitem a identificacdo de infec¢cbes ativas por esse
parasito.

Palavras-chave: Leishmaniose visceral canina. Hibridizagdo in situ. Leishmania infantum.
PCR quantitativa.
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reaction (qPCR) for the diagnosis of cutaneous infection by Leishmania infantum in dogs.
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ABSTRACT

The zoonotic visceral leishmaniasis (ZVL) is a disease caused by the protozoan Leishmania
infantum and of great importance in public health in Brazil, which affects humans, domestic
and wild mammals. The diagnosis of L. infantum infection in dogs is perfomed by laboratory
techniques, which must be accurate, because these animals are the main source of infection
for the biological vector in the urban environment. Formalin-fixed, paraffin-embedded skin
samples (FFPE) are frequently used in laboratorial routine for the diagnosis of infection by L.
infantum in dogs, because are a good target and do not need ideal conditions of cooling and
transportation in the field. These are often the only samples available for the diagnosis of
Leishmania spp. In these cases, the diagnosis at species level is only possible by in situ
hybridization (ISH) and PCR techniques, as quantitative PCR (qPCR). However, the
sensitivity of these techniques is little known. Therefore, the aim of this study was to
determine the sensitivity of ISH and gPCR in FFPE skin samples for the diagnosis of L.
infantum infection in dogs using skin samples positive by parasitological culture (PC) as the
reference standard. FFPE skin samples of 48 dogs (27 with clinical signs and 21 without
clinical signs) having cutaneous infection by L. infantum confirmed by PC and by multilocus
enzyme electrophoresis were examined by ISH and gPCR using specific probes for
L. infantum. These samples were collected by biopsy of healthy skin of scapula in dogs from
different endemic areas of ZVL in Brazil, between 2008 and 2015. The ISH technique was
examined by two observers with different experiences in light microscopy. The sensitivities of
gPCR and ISH were, respectively, 77.0% and 58.0%. The sensitivities of gPCR in dogs with
and without clinical signs were, respectively, 70.4% and 85.7%. The sensitivities of ISH in
dogs with and without clinical signs were, respectively, 55.5% and 62.0%. The interobservers
agreement for the ISH was fair (Kappa=0.32). The ISH presented sensitivity directly
associated with parasitic load quantified of L. infantum in the skin. The ISH and gPCR
showed satisfactory sensitivities for the diagnosis of L. infantum in FFPE skin samples of
dogs, even in dogs without clinical signs, being gPCR the most sensitive technique. When
used together, these two techniques increase the sensitivity for L. infantum diagnosis in the
FFPE skin samples of dogs and allow the identification of active infections by this parasite.

Keywords: Canine visceral leishmaniasis. In situ hybridization. Leishmania infantum.
Quantitative PCR.
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1 INTRODUCAO

1.1 LEISHMANIOSES

As leishmanioses sdo enfermidades parasitarias, distribuidas mundialmente, e que
apresentam um grave impacto na salde publica devido a sua grande expansdo territorial e
atual tendéncia de urbanizagdo (WHO, 2018).

S&o doencas que se caracterizam por grande diversidade de manifestacfes clinicas e com
sitios anatomicos de acometimento distintos, o que as classifica em trés entidades principais:
leishmaniose visceral (LV) que é a forma mais grave, com acometimento de diversos 0rgaos e
com alta letalidade na auséncia de tratamento; leishmaniose cutanea (LC) que é a forma mais
frequente com desenvolvimento de lesdes e Ulceras de pele, e pode empreender condicédo
difusa ou localizada; leishmaniose mucocutanea (LMC) com ocorréncia mais restrita em
regibes da América Latina, afetando inicialmente a pele e atingindo membranas mucosas do
nariz, boca e garganta (STEVERDING et al., 20017; WHO, 2018). Em alguns paises do leste
da Africa e em determinadas regibes da india tem se descrito uma outra forma de
manifestacdo da leishmaniose definida como leishmaniose dérmica pos calazar (PKDL). Este
quadro se caracteriza pela ocorréncia de sinais clinicos dermatologicos ap6s um periodo de
seis meses a um ano da suposta cura do calazar. Individuos com recidiva apresentam maculas
pelo corpo e lesGes nodulares ou em forma de papulas, distribuidas principalmente na face,
bracos e tronco (WHO, 2018).

Nas Ameéricas, as leishmanioses sdo classificadas em leishmaniose visceral americana
(LVA) e leishmaniose tegumentar americana (LTA) (BRASIL, 2014). Sdo doencas que
apresentam um carater social bastante relevante, pois podem infringir aos portadores das
formas cutanea e mucocutanea problemas de ordem psicoldgica, devido as possiveis feridas
desfigurantes naqueles que tém seu diagndstico realizado tardiamente (PACE, 2014).

As leishmanioses sdo doencas transmitidas principalmente por vetores biologicos e
causadas por mais de vinte espécies de protozoarios do género Leishmania, 0s quais
pertencem a ordem Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae (IMAN, 2009; WHO, 2010;
WHO, 2018).
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A identificagdo do parasita ocorreu no final do século XI1X e inicio do seculo XX por
cientistas, na grande maioria militares, de forma independente entre si. Em 1903, James
Donovan evidenciou nos esfregacos esplénicos oriundos de material de necropsia, estruturas
ovais com 2 a 3 um de didametro, semelhantes as encontradas anteriormente em esfregacos de
sangue de pacientes por Willian Boog Leishman, em 1900. A semelhanga entre as duas
informagdes permitiu que desconfiassem se tratar do mesmo agente etiologico causador da
infeccdo (ROSS, 1913). O parasito recebeu 0 nome genérico de Leishmania, em referéncia a
um dos cientistas envolvidos na descoberta.

As leishmanioses fazem parte de um grupo de doencas negligenciadas, sendo
endémicas em muitas areas de regides tropicais e subtropicais do Velho (Europa, Asia e
Africa) e do Novo Mundo (continente americano). Na Europa, a doenca é endémica nos
paises da Bacia do Mediterraneo (GRADONI, 2017; ORYAN; AKBARI, 2016; WHO, 2018).
Como defini¢do, doencas negligenciadas sdo aquelas que prevalecem em regifes tropicais e
subtropicais e devem ser notificadas. Afligem mais de 149 paises e afetam mais de um bilh&o
de pessoas, consumindo bilhdes de dolares por ano. A populacdo destes paises vive em
condicdes de absoluta pobreza, sem saneamento basico e sob constante risco de adoecimento
(WHO, 2018).

O grande numero de espécies de Leishmania spp. descritos direcionou a classificacao
das espécies dentro de complexos, baseando-se em critérios imunoldgicos, bioguimicos e
moleculares (CONCEICAO-SILVA, 2014). No Velho Mundo prevalecem as espécies
representantes do sub-género Leishmania representadas pelos complexos L. donovani,
L. major e L. tropica. As espécies de Leishmania spp. presentes no Novo Mundo pertencem
ao sub-género Leishmania que € representado pelo complexo L. donovani e L. mexicana ou ao
sub-género Viannia representado pelos complexos L. braziliensis e L. guyanensis
(CONCEICAO-SILVA, 2014; WHO, 2010).

Estes protozoarios apresentam duas formas principais distintas: promastigota e
amastigota. A forma promastigota é encontrada no trato digestivo do vetor flebotomineo,
enquanto que a forma amastigota estd presente em hospedeiros vertebrados. As formas
promastigotas sdo alongadas e apresentam um flagelo livre com um ndcleo arredondado ou
oval, localizados na regido mediana da célula. J& as formas amastigotas apresentam forma
ovoide ou circular, com flagelo interiorizado (CONCEICAO-SILVA, 2014).

Os vetores bioldgicos envolvidos na transmissdo das leishmanioses no mundo sdo
insetos da ordem Diptera, Familia Psychodidae, subfamilia Phlebotominae, conhecidos como

flebotomineos. Nas regides do Velho Mundo, os vetores sdo os flebotomineos do género
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Phlebotomus, enquanto que no Novo Mundo, 0s vetores sdo pertencentes ao género
Lutzomyia. A ampla propagagdo e distribuicdo destes insetos determina a casuistica de
ocorréncia das leishmanioses pelo mundo (ORYAN; AKBARI, 2016).

Os flebotomineos séo insetos silenciosos com 2-3 mm de comprimento que
apresentam maior atividade de repasto sanguineo durante o periodo crepuscular e noturno,
geralmente em ambientes externos, embora algumas espécies prefiram os periodos mais
iluminados do dia e ambientes fechados. Esta dessemelhanca de condutas influencia nas
metodologias aplicadas em seu controle (PACE, 2014). Durante o processo de alimentacao,
fémeas de L. longipalpis infectadas com Leishmania spp. injetam saliva contendo substancias
vasodilatadoras e antiagregantes plaquetarias, além de substancias inibidoras do sistema
complemento que facilitam o estabelecimento da infecgdo em hospedeiros vertebrados
(CAVALCANTE et al., 2003; RIBEIRO, 1987;). A presenca de formas promastigotas da
Leishmania spp. na regido valvula faringiana do flebotomineo dificultam a passagem do
sangue necessario durante o repasto e desta forma colabora para que o hospedeiro vertebrado
seja afligido por mais vezes favorecendo a infeccdo (PACE, 2014).

A sobrevivéncia da Leishmania spp. e a manutencdo de seu ciclo depende estritamente
da relacdo bem-sucedida entre o inseto vetor e o reservatdrio mamifero. Individuos com LC,
PKDL e aqueles individuos infectados, porém refratarios a doenca, mantém o ciclo
antropondtico da enfermidade, comum em regides situadas no Velho Mundo e com espécies
de Leishmania restritas a estas regides (PACE, 2014; WHO, 2018).

O ciclo infeccioso do vetor se inicia no momento do repasto sanguineo das fémeas em
hospedeiros vertebrados (humanos e animais), onde ocorre a ingesta de macrofagos infectados
com as formas amastigotas da Leishmania spp. Os macrofagos parasitados alcancam o trato
digestivo anterior dos insetos, onde se rompem e liberam os parasitos, que iniciam o processo
de reproducdo por divisdo binaria, seguida da diferenciacdo em promastigotas. Estes se
transformam em paramastigotas que colonizam esdfago e faringe do inseto vetor, sofrem nova
diferenciacdo para forma promastigota metaciclica, que é a forma infectante do parasito
(BRASIL, 2014; DOSTALOVA; VOLF, 2012;).

Os hospedeiros vertebrados sdo contaminados por fémeas infectantes durante o repasto
sanguineo, liberando as formas promastigotas metaciclicas. Estas formas sdo fagocitadas por
celulas do sistema mononuclear fagocitico, ocorrendo novamente a diferenciacdo em formas
amastigotas e iniciam o processo de reproducdo continua, até o momento em que Sao

liberadas devido a exaustdo do macréfago e seu rompimento (BRASIL, 2014).
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1.2 LEISHMANIOSE VISCERAL

A LV é uma doenca sistémica com envolvimento de células do sistema mononuclear
fagocitario, sendo os 6rgdos mais afetados o baco, figado, linfonodos, medula dssea e pele.
Em casos mais avancados pode ocorrer o acometimento generalizado de 6rgaos e tecidos
(MAIA; CAMPINO, 2008; WHO, 2010). Apresenta ampla distribuicdo geografica, com
ocorréncia em areas tropicais e subtropicais. Endémica em 56 paises, sendo que somente sete
respondem por 90% dos casos relatados: Brasil, Etiopia, india, Quénia, Somalia, Sudio do
Sul e Sudédo (WHO, 2018). No continente Americano, o Brasil concentra a maioria dos casos,
com ocorréncia inicialmente em areas silvestres e rurais e posteriormente se difundindo para
centros urbanos (BRASIL, 2014). E agrupada em duas categorias de acordo com o tipo de
transmissdo: antroponotica e zoondtica (WHO, 2010). A LV antroponética ocorre em
humanos da india, Bangladesh, Nepal e Africa. Ela é causada pelo protozoario L. donovani e
¢ transmitida entre humanos pela picada de flebotomineos vetores. Por sua vez, a
leishmaniose visceral zoonotica (LVZ) que acomete humanos, além de mamiferos domésticos
e silvestres, é causada pelo protozoario L. infantum (sin. L. chagasi) e transmitida entre

humanos e animais principalmente pela picada de flebotomineos vetores.

1.2.1 Leishmaniose visceral zoonotica

No Brasil, é considerada como a antropozoonose de maior importancia em salde
publica, estando presente em todos os estados (WHO, 2010; BRASIL, 2018). E uma doenca
crbnica, grave e de alta letalidade, podendo em casos nado tratados ter mortalidade de 70 a
90% em humanos (WHO, 2010).

O principal vetor biolégico da LVZ no Brasil é o inseto flebotomineo da espécie
Lutzomyia longipalpis. Em algumas areas da regido Centro-Oeste do Brasil ja foi relatada a
participacdo da espécie Lutzomyia cruzi neste ciclo. No meio silvestre, animais como raposas
(Lycalopex vetulus e Cerdocyon thous) e marsupiais (Didelphis albiventris) tém sido descritos
como reservatorios, enquanto que no meio urbano o céo € a principal fonte de infeccdo para o
vetor (BRASIL, 2014).
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Embora a principal forma de infec¢do de cdes pela L. infantum seja através da picada
do vetor flebotomineo, modelos de transmissdo nédo-vetorial foram descritos, porém com
papel ainda ndo esclarecido no comportamento natural e epidemioldgico da doenca. Dentre
estas formas pode se enquadrar a infeccdo por meio de subprodutos de sangue infectados,
transfusdo sanguinea, transmissdo venérea e de forma vertical por meio de contagio materno-
fetal. Formas suspeitas de infeccdo podem ocorrer entre cdes por meio de mordidas e
contagio com feridas infectantes (PALTRINIERI et al., 2016; SOLANO-GALLEGO et al.,
2011).

Em cédes, a LVZ tem um curso lento e crénico, com apresentacdo de sinais clinicos
relacionados ao padrdo imunolégico individual do animal. A maioria dos animais apresenta
respostas de anticorpos imediatamente apds 0 primeiro contato com a infeccdo e se tornam
refratarios ou suscetiveis ao progresso da infeccdo dependendo da resposta imunologica
desenvolvida (PALTRINIERI, 2016). Individuos que desenvolvem a doenga apresentam nas
fases mais avancadas da infec¢do sinais clinicos tais como linfadenomegalia, esplenomegalia,
onicogrifose, acometimento da pele caracterizado por alopecia, dermatites e Ulceras, além de
apatia, rinorréia e ceratoconjuntivite. O animal pode apresentar eventos diarreicos, hemorragia
intestinal, edema de membros locomotores, vomito e hiperqueratose. A evolugéo clinica da
doenca acarreta paresia dos membros posteriores, inani¢do, caquexia, acometimento renal,
epistaxe, sinais neurolégicos e morte (ALMEIDA et al., 2005; BRASIL, 2014; DEANE E
DEANE, 1955; MARZOCH et al., 1985; MELENDEZ-LAZO et al. 2018).

Infecgdes por L. infantum frequentemente seguem um padréo crénico e insidioso de
acometimento onde a infeccdo pelo parasito nem sempre predispGe ao surgimento de sinais
clinicos imediatos, o que favorece a manutencédo da infeccdo subclinica em muitos individuos
(BRASIL, 2014; SOLANO-GALLEGO et al., 2011).

A determinacdo do estagio da doenca em cées € obtida por meio de avaliagédo clinico-
laboratorial, além das anormalidades patologicas apresentadas, o que torna o diagndstico
bastante complexo, classificando os cdes em quatro estagios: O primeiro estagio engloba os
animais expostos, com diagndstico parasitoldgico negativo e baixos titulos de anticorpos. Séo
clinicamente sadios ou com sinais clinicos associados a outras doencas. Avaliacdo molecular
por meio da técnica de PCR apresenta resultado negativo, bem como na citologia; O segundo
estagio compreende os cées infectados, sem sinais clinicos, com perfil hematolégico normal e
discretas alteracBes bioquimicos, porém com PCR e citologia positiva em aspirados da
medula Ossea, baco, linfonodo e pele. Neste grupo se incluem animais com presenca de

comorbidades associadas, doencas neoplasicas , desordens metabdlicas, dentre outras
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patologias , além da refratividade a tratamentos antileishmaniais; O terceiro estagio representa
os cdes doentes com presenca de sinais clinicos caracteristicos da LVZ e diagnostico
histologico tipico da infec¢do; O quarto estagio enquadra os cdes com condigdes clinicas
graves e comprometimento de sistemas fisiolégicos importantes, principalmente o renal, além
de outros partilhados tambem por distintas enfermidades (PALTRINIERI et al., 2010, 2016).

1.3 EPIDEMIOLOGIA DA LVZ

A LVZ é endémica em paises da América Latina, Asia, Africa e Europa (Bacia do
Mediterraneo). No Brasil, dados do Ministério da Saiude (MS) durante o periodo de 1990 a
2016 relataram a ocorréncia de 84.922 casos de LVZ em humanos, com incremento da
letalidade de 3,2% em 2000 para 7,4% em 2016, com o registro de 265 obitos (BRASIL,
2018). No periodo entre 2012 a 2016, foi registrada uma média anual de 3.247 casos
humanos, com maior prevaléncia na regido Nordeste. Nos anos de 2014 a 2016, a regido
Sudeste superou a regido Norte em nimero de casos humanos de LVZ, assumindo a segunda
posicao no quadro de distribuicdo da doenca (BRASIL, 2018).

O desmatamento e a construcdo de residéncias proximas a florestas propiciaram a
adaptacdo dos flebotomineos ao domicilio e proximidades, e também do parasito a novos
vetores e hospedeiros reservatorios. Este cenario intensificou a transmissdo da leishmaniose
entre animais domésticos e humanos, levando a urbanizacdo da doenca no Brasil (BRASIL,
2014; WHO, 2010).

No Brasil, o0 MS recomenda a eutanasia a todos 0s cdes que apresentem resultados
positivos em testes sorologicos e/ou parasitoldgico para L. infantum como forma de limitar o
ciclo de transmissdo da doenca. Entretanto, esta medida ainda € bastante controversa pois
apresenta pouca efetividade na diminuicdo da incidéncia da doenca em cdes e em humanos, e
um dos fatores que pode estar relacionado ao baixo impacto destas acdes é a acuracia limitada
dos testes realizados em cées com LVZ (ARRUDA et al., 2013). Desta forma a utilizacdo de
métodos com maior sensibilidade e especificidade para sele¢cdo destes animais €
imprescindivel para que as a¢fes sejam mais efetivas e minimize a incidéncia de resultados

falso-positivos e falso-negativos (BRASIL, 2014).
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A prevaléncia da infecgdo em cées em areas endémicas € alta, podendo chegar a 50%
ou mais, porém a prevaléncia da doenca € de 3% a 10%, o que demonstra que a maioria dos
cées infectados ndo apresenta sinais clinicos, dificultando o diagnostico (NOGUEIRA et al.,
2009). Portanto, uma variedade de testes laboratoriais tem sido empregada na deteccdo da
infeccdo por L. infantum em cdes, embora a sensibilidade varie consideravelmente, limitando
o diagnostico principalmente em animais com auséncia de sinais clinicos (FERREIRA et al.,
2012; FIGUEIREDO et al., 2010; GOMES et al., 2008; GRIMALDI et al., 2012;
SCHUBACH et al., 2014). Cées vacinados contra LVZ em areas endémicas podem apresentar
resultados falso-positivos quando submetidos aos métodos sorolégicos de diagndstico
comumente utilizados (MARCONDES et al, 2013), bem como a diversidade de
manifestacdes clinicas nos quadros LVC. Desta forma, a aplicacdo de novas técnicas de
diagndstico é necessaria para melhorar a acuracia na identificacdo da infeccdo em cées com L.

infantum .

1.4 DIAGNOSTICO

1.4.1 Diagnostico clinico

A LVZ é uma doenca na qual a infeccdo nem sempre se manifesta como doenca
clinica devido a elevada prevaléncia de infeccdes subclinicas, que podem ser autolimitantes
ou avancar para quadros graves da doenca, chegando a fatalidade. Os principais achados
durante anamnese em cdes com suspeita de LVZ incluem lesbes oculares e na pele,
linfadenomegalia localizada ou difusa, emagrecimento, apatia, anorexia, letargia,
esplenomegalia, hepatomegalia, polidria, polidipsia, epistaxe, onicogrifose, poliartrite,
vOmito, hipertermia e diarreia. O envolvimento de lesGes dermatoldgicas em cdes com
suspeita de leishmaniose é elevado, variando de 56 a 90%, e podem ser 0s Unicos sinais da
doenca (DE CARVALHO et al, 2018).
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A auséncia de testes laboratoriais de referéncia para o diagnéstico da LVZ com 100%
de sensibilidade e especificidade para comparagdo com os testes auxiliares de diagnostico é o
maior obstaculo para o aprimoramento das técnicas diagndsticas para LVZ, jA que estes
possibilitariam a determinacgdo das vantagens e limitaces das técnicas diagnosticas utilizadas,
propiciando desta forma uma melhor proposta diagnéstica (SOLANO-GALLEGO et al.,
2014).

1.4.2 Diagnostico laboratorial

Anélises laboratoriais séo realizadas com o objetivo de confirmar a infecgdo em cées
com L. infantum. Diversas metodologias investigativas podem ser adotadas visando a
deteccdo do parasita (testes diretos) ou de componentes da resposta imune dos individuos
infectados, como a producéo de anticorpos especificos (testes indiretos) (SCHUBACH et al.,
2014). A positividade nos testes indiretos (ex: sorologia), pode ou ndo indicar infecgédo atual
ou ativa. Por sua vez, a positividade nos testes diretos (citologia, histopatologia, imuno-
histoquimica, hibridizacdo in situ, PCR, cultura, xenodiagnostico) detectam infeccdo ativa
(PALTRINIERI et al., 2016). Os principais testes de diagnostico laboratorial da infec¢éo por

L. infantum em cées sdo descritos a seguir.

1.4.2.1 Testes sorolégicos

Métodos soroldgicos sdo as mais comuns técnicas para o diagnéstico da LVZ e tem
como fundamento a deteccdo de anticorpos especificos da classe 1gG anti-Leishmania no soro
de cées suspeitos (SOLANO-GALLEGO et al., 2009; SOLANO-GALLEGO et al., 2014). Os
principais testes sdo representados pelas técnicas de imunofluorescéncia indireta (IFI), ensaio
imunoenzimatico (EIE) e testes imunocromatograficos (ICT). No Brasil, o programa de
vigilancia e controle da leishmaniose visceral (PVC-LV) recomenda o teste

imunocromatogréafico rapido Dual-path platform technology (DPP®-RT) como técnica de
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triagem, seguido pelo ensaio de imunoabsorcao enzimatica (ELISA do inglés Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay) de forma confirmatdria. O ICT utilizado no Brasil ¢ 0 DPP®-RT
produzido por Biomanguinhos/Fundacdo Oswaldo Cruz (Fiocruz), que utiliza a combinacéo
dos antigenos recombinantes rK9, rk26 e rk39 do L. infantum, constituindo o antigeno rK28
(SCHUBACH et al., 2014; BRASIL, 2014). A eutanasia é recomendada se ambas as técnicas
forem positivas (ARRUDA et al, 2016; BRASIL, 2014). Estas técnicas apresentam
praticidade e rapidez durante o processo de coleta das amostras e permitem identificar cées
soropositivos em inquéritos epidemioldgicos com grande nimero de amostras. Os resultados
sdo dados de forma qualitativa (DPP®-RT) e quantitativa pela analise do titulo final (IFI) ou
leitura da densidade dptica da amostra (ELISA) (PALTRINIERI et al., 2016; SOLANO-
GALLEGO et al., 2009).

Muitos antigenos recombinantes de L. infantum tém sido avaliados para o diagnostico
LVZ, visando melhora na acuracia dos testes soroldégicos em comparacdo aos antigenos
brutos. Em geral, a maioria destes métodos apresenta adequada sensibilidade e especificidade
para o diagndstico das leishmanioses na dependéncia do antigeno que esta sendo utilizado. O
extrato total do parasita apresenta alta sensibilidade quando utilizado para deteccdo de
infeccbes subclinicas ou clinicas, porém apresentam uma menor especificidade. Em
contrapartida, ensaios que utilizam antigenos proteicos recombinantes sdo mais especificos,
porém, podem ter pouca sensibilidade para deteccdo de cdes infectados clinicamente
saudaveis, dependendo do antigeno empregado. As principais proteinas recombinantes
relatadas por ter maior sensibilidade na deteccdo da infeccdo em cdes sdo a K39, K26,
KMP11, SMT, cisteina proteinase, A2 e a proteina quimérica Q, além do extrato ribossomal
proteico do parasita. A frequéncia de reacfes cruzadas com outros patdgenos é possivel de
ocorrer em alguns testes soroldgicos dependendo do tipo de antigeno utilizado,
principalmente com aqueles que utilizam o parasita inteiro, diferente do que ocorre quando se
utiliza peptideos recombinantes, extratos e extratos proteicos ribossomais onde esta situacdo é
menos provavel. (TRAVI et al, 2018). Recentemente estudos realizados com o antigeno
recombinante K28 (rK28), revelou sensibilidade e especificidade de 100%, superando o
antigeno rk39 (VENTURIN et al., 2015).

Os testes ICT se distinguem pela presenga de simples ou multiplas combinagdes de
antigenos de Leishmania spp. e podem utilizar apresentacfes distintas de sangue como soro,

plasma ou sangue total em sua metodologia, provendo resultados qualitativos caracterizados
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pela presenca ou auséncia de bandas ou pontos cromatogenos definidos (GRIMALD-JR et al.,
2012; PALTRINIERI et al., 2016; SCHUBACH et al., 2014).

O DPP®-RT para o diagnostico da LVZ apresentam sensibilidade variando de 47% a
98% e especificidade de 61,1% a 96%. Tais variacOes estdo relacionadas diretamente a
apresentacdo de sangue utilizada durante a testagem, bem como ao status clinico do animal no
momento em que foi avaliado (DE CARVALHO et al., 2018; GRIMALD-JR et al., 2012;
SCHUBACH et al., 2014; SILVA et al., 2011).

Animais que apresentam resultados positivos para ICT sdo submetidos a sorologia
quantitativa através das metodologias de ELISA ou IFI para confirmar o diagndstico.
Resultados negativos pelo ICT também deverdo ser confrontados com metodologias
quantitativas (PALTRINIERI et al., 2016).

O IFl para deteccdo de anticorpos anti-Leishmania spp. em cées apresenta
sensibilidade e especificidade proximas de 100%, porém apresenta reacdes falso positivas em
area endémica para Trypanosoma cruzi que apresenta similaridade filogenética com
L. infantum (ARRUDA et al., 2013) e com Trypanosoma caninum isolado de pele integra de
caes saudaveis (MADEIRA et al., 2009) limitando assim a sua utilizacdo (PALTRINIERI et
al., 2016; SOLANO-GALLEGO et al., 2009). Apresenta como desvantagem em relacdo ao
ELISA a dependéncia intrinseca pelo operador na sua capacidade de identificar a forma

promastigota em microscopia especifica (PALTRINIERI et al., 2016).

A técnica de ELISA permite a triagem de grande nimero de amostras utilizando
microplacas sensibilizadas com antigeno de Leishmania spp. Com o auxilio de
espectrofotobmetro sdo determinados os titulos de anticorpos atraves da densidade oOtica.
Portanto, € uma técnica que possui como vantagens em relacdo a IFI a pouca interferéncia do
operador na producdo de viés, bem como a possibilidade de combinacdes de multiplos
antigenos que aumentam a sensibilidade e especificidade do método (PALTRINIERI et al.,
2016; TRAVI et al., 2018).

Quando ambas as técnicas sdo confrontadas, independente dos antigenos utilizados
(L. major-like e L. infantum) verificou-se sensibilidade da IFI variando entre 60 a 73%, com
especificidade de 77 a 96%, enquanto que o ELISA apresentou sensibilidade entre 93 e 100%
e especificidade entre 87 e 92% (SILVA et al., 2013). Mello et al. (2014) relataram
sensibilidade superior a 90% para as técnicas de DPP®-RT e ELISA utilizadas quando

comparadas as culturas do parasito definidas como referéncia.
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H& indicios de que a ocorréncia de resultados falso-negativos exibidos nas técnicas
sorologicas podem estar relacionados ao periodo pré-patente da infecgdo ou pela auséncia de
soroconversdo em alguns individuos afetados (PARANHOS-SILVA et al., 1996).

1.4.2.2 Testes parasitolégicos

1.4.2.2.1 Exame direto ou citoldgico

O exame parasitolégico direto objetiva a visualizacdo de formas amastigotas do
parasita, sendo realizado um imprint em laminas de vidro por aposicdo do material coletado
que serdo submetidas & coloracio pelas técnicas de Giemsa e Leishman ou pan6tico rapido. E
uma técnica que apresenta baixo custo, praticidade e rapidez (BRASIL, 2014).

Amostras de variados tecidos e fluidos corporais podem ser utilizadas, desde que o
animal apresente alguma caracteristica clinica ou laboratorial que defina a suspeita de
leishmaniose. Situacdes onde ha suspeita da infec¢do, porém com auséncia de lesdes tipicas,
faz-se a op¢do por outros sitios de coleta como a medula 6ssea, linfonodos e baco (GONTHO;
MELO, 2004; PALTRINIERI et al., 2016).

A citologia precisa a forma amastigota da Leishmania spp. no interior do macrofago
ou livre em esfregacos corados. LesBes cutaneas ulceradas com necrose e restos celulares,
além de contaminacdo bacteriana, podem mascarar os resultados na técnica. A visualizacdo da
forma amastigota define o diagnostico, porém algumas vezes € necessario recorrer as técnicas
confirmatorias mais sensiveis (PALTRINIERI et al., 2016).

A citologia tem especificidade em torno de 100% e a sensibilidade varia em funcéo do
tempo gasto na busca do parasita, variando em torno de 80% em cdes com presenca de sinais
clinicos da doenca e menor em cées soropositivos, porém subclinicos para doenca (BRASIL,
2014).
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1.4.2.2.2 Cultura parasitoldgica

O diagnostico conclusivo da infecgdo ativa por Leishmania spp. pode ser obtido por
meio da cultura parasitologica. Esta técnica também permite avaliar a viabilidade do parasito
(BRASIL, 2014).

Na cultura parasitolégica as amostras obtidas por meio de bidpsia ou de puncdo sdo
semeadas em meio de cultura bifasico Novy-Neal-Nicolle e meio Schnider’s Drosophila
contendo 10% de soro fetal bovino, com resultados satisfatorios apds aproximadamente
quatro semanas da semeadura (DE ALMEIDA et al., 2011).

A caracterizagcdo dos parasitos é realizada utilizando a técnica de eletroforese
multilocus com utilizagdo de seis sistemas enzimaticos: G6PDH (Glicose-6 fosfato-
desidrogenase), IDH-NADP (Isocitrato desidrogenase), MDH (Malato desidrogenase), ME
(Enzima Malica), PGM (Fosfoglucomutase) e 6PG (6Fosfogluconato desidrogenase)
(CUPOLILLO et al., 1994; MADEIRA et al., 2009).

A cultura parasitoldgica, seguida de especiagdo pela técnica de eletroforese enzimatica
multilocus, é o método de referéncia para identificacdo de Leishmania spp. a nivel de especie,
com sensibilidade variando entre 62,1% e 82,2% e especificidade proxima a 100% (BRASIL,
2014; FURTADO et al., 2015; MADEIRA et al., 2009).

As desvantagens desta técnica sdo a demora para obtencdo dos resultados e a
suscetibilidade a contaminacdo microbiana, além da auséncia de desenvolvimento do parasito
em alguns isolados (FURTADO et al., 2015; MAIA et al., 2008).

1.4.2.3 Histopatologia

Seguindo os procedimentos de necropsia e biopsia de pele, as amostras teciduais sao
coletadas e processadas para fixacdo em solucdo de formalina 10% durante um periodo
méaximo de 36 horas e emblocadas em parafina. O passo seguinte é o preparo das laminas que
serdo submetidas a coloragGes especificas, de acordo com o protocolo solicitado
(PALTRINIERI et al., 2016; QUEIROZ et al., 2011).
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A histopatologia (HP) permite demostrar a presenca de formas amastigotas de
Leishmania spp. nos tecidos com auxilio de coloracdo de rotina com os corantes
hematoxilina-eosina (HE). Apresenta como desvantagens o longo periodo de execucdo e a
maior dificuldade em localizar as formas amastigotas, se comparado a técnica de citologia.
Apresenta como vantagem a caracterizacdo do padrdo arquitetonico celular das lesdes e sua
correlagdo com o grau de infeccdo do animal. Alguns protocolos de pesquisa sugerem a
execucdo obrigatoria da histopatologia (HP) na investigacdo de casos de leishmaniose
(PALTRINIERI et al., 2016; QUEIROZ et al., 2011).

A visualizacdo do parasito nos tecidos é importante, pois permite a correlacdo da
quantidade dos parasitos com as lesdes associadas e quantificacdo da carga parasitéaria
(QUEIROZ et al., 2011). Embora os macrofagos possam albergar alta quantidade de formas
amastigotas intracelulares de Leishmania spp. em lesdes inflamatdrias, a densidade parasitaria
pode ser baixa, mesmo em Orgdos onde a carga parasitaria geralmente € elevada como
linfonodos, baco, medula 0ssea, pele e figado. Adicionalmente, é relevante considerar que a
presenca do parasito infectando os tecidos em casos de LVZ pode divergir em fungdo do
estado imunoldgico do animal, condicdo clinica e submissdo a tratamentos anteriores
(TOPLU; AYDOGAN, 2011).

As principais lesdes histoldgicas encontradas na LVZ se caracterizam por hipertrofia e
hiperplasia de células do sistema fagocitico mononuclear, reacdes inflamatorias
granulomatosas no baco, linfonodos, medula 0ssea e figado, além da inflamacéo cronica na
pele (TOPLU; AYDOGAN, 2011).

Os valores de sensibilidade descritos por diferentes autores para técnica de HP na
LVC variam de 17 a 64% (ALVES et al., 2013; MENEZES et al., 2013; QUEIROZ et al.,
2011).

1.4.2.4. Imuno-histoguimica

A técnica de imuno-histoquimica (IHQ) surgiu com as pesquisas em imunopatologia
em meados do século 20 com a introducéo da técnica de marcacdo de anticorpos utilizando
compostos fluorescentes a fim de detectar antigenos teciduais (BRASILEIRO FILHO, 2016),

porém somente em 1974, a utilizagdo da enzima imunoperoxidase permitiu a detec¢do de
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alguns antigenos tissulares em tecidos FFEP, sendo a partir dai incluido na rotina
histopatolégica (FERRO, 2013).

A IHQ é definida como técnica imunoldgica essencialmente qualitativa que utiliza
anticorpos como reagentes especificos que permitem a localizacdo topogréfica de proteinas e
antigenos de qualquer natureza em tecidos processados atraves de metodologias
histopatoldgicas (BRASILEIRO FILHO, 2016; RAMOS-VARA, 2005), se fundamentando
como uma técnica complementar ao diagnéstico da leishmaniose por detectar proteinas do
parasito em amostras teciduais, inclusive em macréfagos (AMATO et al., 1998; RAMOS-
VARA, 2005).

O produto da ligacdo antigeno-anticorpo em presenca de um sistema de detecgdo
imunofluorescente ou imunoenzimatico, permite a visualizacdo desta interacdo ao
microscopio de fluorescéncia ou microscépio optico (FERRO, 2013; RAMOS-VARA, 2005).
Importante ressaltar que o produto da reacdo IHQ deve sempre ser interpretado em conjunto
com as alteragdes e achados morfoldgicos identificados (BRASILEIRO FILHO, 2016).

Os anticorpos utilizados na reacdo de IHQ podem ser monoclonais ou policlonais, e
obtidos através da purificacdo de anticorpos primarios ou mesmo obtidos de animais
previamente imunizados (BRASILEIRO FILHO, 2016). O desenvolvimento de anticorpos
monoclonais especificos para varios antigenos tissulares ou celulares e o advento da técnica
de recuperacdo antigénica foram fatores preponderantes para evolucdo da HIQ (FERRO,
2013).

O poder da marcacdo depende, além da qualidade dos anticorpos, da fixacdo e
processamento da amostra, da etapa de recuperacdo antigénica e da sensibilidade do sistema
de deteccdo (MATOS et al., 2010).

As reacOes presentes na técnica de IHQ sdo representadas pela técnica de
imunofluorescéncia que pode ser direta e indireta, dependendo da ordem em que a substancia
fluorescente € ligada e por técnicas imunoenzimaticas. Na imunofluorescéncia direta, o
composto fluorescente € ligado imediatamente ao anticorpo primario enquanto que na
imunofluorescéncia indireta o anticorpo primario se liga ao antigeno de interesse e a
substancia fluorescente é conjugada a um anticorpo secundario que se ligara ao primario e
com ele forma a reacdo especifica que serdo examinadas em microscopia de fluorescéncia.
Metodologias que utilizam a imunofluorescéncia indireta sdo mais especificas pois a reacdo
de imunofluorescéncia exibe maior intensidade (BRASILEIRO FILHO, 2016).

As metodologias imunoenzimaticas tem como principais representantes a enzima

peroxidase, substancias cromdgenas como a tetra-hidrocloreto de 3,3 diaminobenzidina
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(DAB) que é o substrato mais usado e gera a coloragdo marrom-escura no sitio da reacéo,
além da composicdo peroxidase-antiperoxidase (PAP) e do complexo avidina-biotina-
peroxidase (ABC). Como na técnica de imunofluorescéncia, as enzimas podem ser acopladas
tanto no anticorpo primario, quanto no secundario (BRASILEIRO FILHO, 2016).

O primeiro composto conjugado com um anticorpo foi o isocianato de fluoresceina,
seguido do isotiocianato de fluoresceina (FITC). Outros compostos para conjugacdo foram
surgindo como as enzimas horseradish peroxidase (HRP) e fosfatase alcalina (FERRO,
2013).

O processo de fixacdo do tecido se configura na etapa mais importante das técnicas
histopatoldgicas, pois favorece a preservacao, estabilizacdo e protecao dos cortes histologicos.
O uso do formaldeido neste processo € bastante frequente, embora 0 mesmo promova
alteracbes na estrutura conformacional de determinadas moléculas, principalmente nas
proteinas que expressam 0s epitopos antigénicos. A IHQ permite o uso de preparagdes de
tecido FFEP e de amostras congeladas e se apresenta como uma ferramenta ideal para estudos
retrospectivos (FERRO, 2013; TOPLU; AYDOGAN, 2011).

A etapa de condicionamento celular por acdo de altas temperaturas e de enzimas
proteoliticas revertem a acdo do formaldeido nestas regides, possibilitando a ligacdo dos
anticorpos aos antigenos tissulares. Etapa também conhecida como recuperacdo antigénica
(FERRO, 2013). E uma técnica que se caracteriza como ferramenta suplementar das mais
fundamentadas para confirmacdo dos resultados da técnica de HP com coloragédo pela HE,
pois apresenta maior sensibilidade na deteccdo de formas amastigotas de Leishmania spp.
(ALVES et al., 2013; QUEIROZ et al., 2011; TOPLU; AYDOGAN, 2011), porém ainda
apresenta como contraponto a falta de anticorpos purificados anti-Leishmania spp. para
identificacdo da espécie (DINHOPL et al., 2011).

Assim como a HP e o exame citologico direto, a IHQ ndo permite a identificacdo da
Leishmania spp envolvida na infeccdo. Muitas vezes reacbes cruzadas sdo observadas,
principalmente com Histoplasma spp., Paracoccidioides spp. e Trypanosoma spp. (ALVES et
al., 2013; QUINTELLA et al., 2009; SALINAS et al., 1989).

Por se tratar de uma técnica no qual a avaliacdo morfoldgica é primordial, o processo
de coloracdo pela HE deve ser adequado pois o diagnostico se sustenta nos achados de
estruturas assemelhadas em forma e tamanho as amastigotas.

A sensibilidade da técnica de IHQ no diagnéstico da LVC varia de 44,4% a 86,6%
(KENNER et al, 1999; MENEZES et al, 2013; QUEIROZ et al., 2011; TOPLU;
AYDOGAN, 2011; XAVIER et al., 2006) aliada a alta especificidade, define a IHQ como
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método diagnostico eficaz na deteccdo de Leishmania spp. na pele de cdes com infec¢cdo
subclinica (QUEIROZ et al., 2011).

1.4.2.5 Técnica de hibridizacéo in situ

A técnica de hibridizacdo in situ (ISH), desenvolvida no final da década de 1960 (Gall
et al., 1969), ainda € pouco utilizada devido ao alto custo em medicina humana e veterinaria
para a identificacdo histologica de patdgenos como virus, bactérias e protozoarios (MAES et
al., 2014). Entretanto, foi introduzida recentemente como técnica de diagnostico da infeccao
por L. infantum em cdes (DINHOPL et al., 2011; FURTADO et al., 2015; MENEZES et al.,
2013). A ISH combina biologia molecular com HP e geralmente é aplicada em tecidos FFEP
(MAES et al., 2014), e em tecidos congelados, da mesma forma que a IHQ (NITTA et al.,
2003).

Segundo Nitta et al. (2003), as amostras de pele FFEP quando comparadas as amostras
congeladas para realizacdo da ISH apresentam as seguintes vantagens: preservacao ideal da
morfologia tecidual, facilidade na preparacdo do corte histologico e prescindir do uso de
nitrogénio liquido e frio. O objetivo da ISH € detectar o agente infeccioso, demonstrando a
presenca de segmentos especificos de seus &cidos nucleicos (DNA ou RNA) na amostra
tecidual (SEGALES et al., 1999). Para realizacdo da técnica é preciso um molde de &cido
nucleico (DNA ou RNA) no interior do tecido a ser testado (acido nucléico alvo), uma sonda
de acido nucléico (DNA ou RNA) radioativamente ou quimicamente marcada, e um sistema
de deteccdo para demonstrar a reacdo de hibridizacdo (SEGALES et al., 1999).

De acordo com Maes et al. (2014), as sondas radioativas sao mais especificas, porém
as sondas quimicamente marcadas com digoxigenina, biotina, dinitrofenol (DNP) ou
fluorescéncia produzem resultados mais rapidos e sdo mais seguras ao manuseio. A ISH com
a utilizacdo de sondas marcadas com fluorescéncia é denominada de fluorimétrica ou FISH e
€ mais indicada para o exame direto de amostras microbiolégicas ou citoldgicas usando
microscopia de fluorescéncia ou focal. Por sua vez, a ISH realizada com o uso de sondas

qguimicamente marcadas € denominada de colorimétrica ou CISH, sendo a leitura do exame
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realizada em microscopia Optica. As sondas marcadas com digoxigenina ou DNP possuem a
vantagem de que a sua deteccdo por anticorpos ndo possui reatividade cruzada com tecidos de
animais e podem ser visualizadas usando um cromégeno como nitroblue-tetrazolium (NBT),
similar a técnica de IHQ.

Comparadas as sondas de RNA, as sondas de oligonucleotideos (DNA) possuem
menor nimero de nucleotideos, sdo mais estaveis e faceis de trabalhar por resistirem a
degradacdo pela enzima RNAse (MAES et al.,, 2014). A boa sensibilidade das sondas de
oligonucleotideos é devido ao fato de serem desenhadas para genes alvos com maultiplas
copias no genoma. Para o diagnostico da Leishmania spp. por CISH, as principais sondas
utilizadas possuem como alvo o gene 5.8S do RNA ribossomal (5.8S rRNA) ou o gene do
minicirculo do cinetoplasto (kDNA) (MENEZES et al., 2013).

Por meio da utilizacdo de um protocolo automatizado em amostras de pele integra de
caes naturalmente infectados por L. infantum , as sensibilidades da técnica de ISH usando
sonda inespecifica para 0 género Leishmania e sonda especifica para L. infantum foram de
70.6% e 74.5% (MENEZES et al., 2013). A especificidade dessas duas sondas foi 100% e nao
houve hibridizacdo cruzada com fungos patogénicos e protozoarios (MENEZES et al., 2013).
No mesmo estudo, a sensibilidade da IHQ foi 69.5%, bem semelhante a obtida pela ISH.

Furtado et al., (2015) analisaram amostras de pele integra, baco, medula dssea e
linfonodo de 65 cées soropositivos para L. infantum pelas técnicas de DPP e ELISA. As
técnicas de ISH automatizada com sonda especifica para L. infantum , cultura parasitoldgica e
IHQ foram comparadas. Os autores encontraram uma frequéncia de positividade total de
68,1% para ISH, maior que a cultura parasitologica (65.8%) e inferior a IHQ (70.0%). No
linfonodo e baco, a ISH apresentou a sua maior frequéncia de positividade (83,1 % para baco
e 83,1% para linfonodo), que foi superior a da IHQ (81,5% para baco e 81,5% para linfonodo)
e cultura parasitolégica (80,0% para baco e 72,3% para linfonodo). Entretanto, na pele, a
frequéncia de positividade foi 47,7%, inferior a cultura parasitoldgica (56,9%) e IHQ (52,3%).
A automacdo da ISH confere rapidez, consisténcia, reprodutibilidade, confiabilidade e
adequabilidade no estudo de diversos tecidos, culminando com um aumento da capacidade de
producdo, quando comparado ao protocolo semi-automatizado (NITTA et al., 2003).

A ISH automatizada ainda ndo estd difundida no Brasil, sendo realizada em raros
centros de diagnostico e pesquisa. Uma alternativa é a ISH em um protocolo semi-
automatizado, que possui custo mais baixo e também confere bons resultados. A ISH semi-
automatizada usando sonda especifica para L. infantum ja foi testada com éxito no diagnéstico

da infeccdo por esse protozoario em amostras do trato genital de caninos por Boechat et al.
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(2016). Os autores relataram uma frequéncia de positividade de 35% nos testiculos e 5% no
utero, semelhantes as frequéncias de positividade obtidas pela IHQ que foi de 40% nos
testiculos e 5% no Utero. A ISH usando sonda especifica para L. infantum em protocolo semi-
automatizado também foi capaz de detectar formas amastigotas de L. infantum em cérebro e
medula espinhal de cées naturalmente infectados (OLIVEIRA et al., 2017).

A principal vantagem da ISH, quando comparada as outras técnicas anteriormente
citadas, € a visualizacdo simultdnea das formas amastigotas no tecido e a especiacdo delas
como L. infantum devido ao uso de sonda especifica (MENEZES et al., 2013). Apresenta
como desvantagens o elevado periodo de execuc¢do, 0 maior custo quando comparado a IHQ e
HP e a sensibilidade inferior a PCR em amostras congeladas (BOECHAT et al., 2016;
CAMPOS et al., 2017; MENEZES et al, 2013; TRAVI et al., 2018). Essa menor
sensibilidade da ISH em FFEP comparada a PCR em amostras teciduais congeladas, apesar da
ISH ser também uma técnica molecular, é que ela ndo amplifica os acidos nucléicos existentes
nas amostras como faz a PCR e sim detecta fragmentos de &acidos nucléicos ja existentes.
Segundo Maes et al. (2014), a ISH usando sonda marcada com digoxigenina geralmente
possui capacidade limitada para detectar concentracdes do acido nucléico alvo que sao

amplificadas pela técnica de PCR em até 25 ciclos.

1.4.2.6 Reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

A técnica de PCR baseia-se na amplificacdo de &cidos nucleicos (DNA ou RNA) na
amostra bioldgica visando a sua deteccdo. E uma técnica muito utilizada e considerada a mais
sensivel no diagndstico da infeccdo por L. infantum em cées (TRAVI et al., 2018).

Diversas metodologias da técnica de PCR séo utilizadas no diagndstico de L. infantum
em cdes, onde destacamos o PCR convencional (cPCR), nested PCR e PCR quantitativa
(gPCR) também denominado como PCR em tempo real (TRAVI et al., 2018).

A sensibilidade analitica dos testes moleculares sugere que eles tém poder de detectar
entre 0,001 e 0,1 parasita/reacdo, demostrando ser uma excepcional ferramenta diagndstica
em areas com baixa endemicidade e maior frequéncia de individuos assintomaticos
(CAMPOS et al., 2017; TRAVI et al., 2018).
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A extracdo do DNA pode ser realizada a partir de tecidos fresco, fluidos bioldgicos e
células em cultivo (ALBUQUERQUE et al.,, 2017; DE CARVALHO et al., 2018;
PALTRINIERI et al., 2016; QUEIROZ et al., 2011; TRAVI et al., 2018), além de tecidos
FFEP, que precisam de protocolo diferenciado (BOECHAT et al., 2016; CAMPOS et al,;
2017; MULLER et al., 2015). De modo geral, amostras de tecido congelado apresentam um
DNA mais preservado, 0 que propicia uma maior quantidade de material amplificado, além da
possibilidade de obtencdo de fragmentos de maior tamanho, oposto ao que ocorre com
amostras FFEP que podem apresentar DNA degradado ou com impurezas, com fragmentos de
300 a 400 pares de base (CAMPOS et al., 2017; MAES et al., 2014; MULLER et al., 2015).

Alguns relatos demonstram que as amostras FFEP estocadas por longo periodo e que
apresentam baixa carga parasitaria podem propiciar resultados falso-negativos devido a
degradacdo do DNA. O tipo de fixador utilizado no processamento da amostra tambem
constitui um fator que pode prejudicar os resultados da técnica por favorecerem a
fragmentacdo do DNA e promoverem ligacdo cruzadas entre proteinas e acidos nucleicos
(CAMPOS et al., 2017; FRICKMANN et al., 2013; GILBERT et al., 2007; MAES et al.,
2014;). O tempo recomendado para fixagdo da amostra em formalina neutra tamponada a 10%
deve ser de 12 a 36 horas. A etapa seguinte de emblocamento em parafina também influencia
na qualidade do DNA da amostra, devendo ser utilizada uma parafina sintética de boa
qualidade a 60°C (CAMPOS et al., 2017; MAES et al., 2014).

Campos et al. (2017) verificaram por meio da técnica de qPCR que amostras de pele
integras congeladas apresentaram sensibilidade de 100% e especificidade de 48,6%, enquanto
que as amostras FFEP apresentaram 63,6% e 77,1%, respectivamente, confirmando a
superioridade do material congelado para este tipo de analise.

Algumas dificuldades relacionadas a amplificagio do DNA pela PCR podem ser
ocasionadas pela presenca de inibidores da enzima DNA polimerase e a0 pequeno numero
inicial de moléculas contendo sequéncias alvos com integridade suficiente para a reacdo de
amplificacdo. O desenvolvimento de primers especificos direcionados a deteccdo de a-actina
em amostras permite uma pré-testagem desta amostra de DNA, verificando a sua
disponibilidade para técnica (MULLER et al., 2003).

Ramos et al. (2012) compararam a sensibilidade entre cPCR e gPCR para o
diagnostico da infeccdo por Leishmania spp. em cdes. Ambas as técnicas utilizaram trés tipos
de amostras biologicas congeladas (medula 6ssea, bago e linfonodo) em grupos de cées
definidos como oligossintomaticos, polissintomaticos e assintomaticos. O estudo demonstrou

que as sensibilidades da gPCR nas trés amostras estudadas variaram de 83,3% a 100%,
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enquanto que as sensibilidades da cPCR variaram de 0,0% a 66,6%. A sensibilidade mais alta
da cPCR foi observada em cdes polissintomaticos, diferentemente da gPCR que obteve 100%
de sensibilidade nas amostras de animais assintomaticos. Em ambas as técnicas, o linfonodo
foi o tecido que apresentou sensibilidade mais alta, contrapondo a medula 6ssea que obteve 0s
valores menores de sensibilidade, principalmente pela técnica da gPCR.

Outros estudos utilizando tanto amostras congeladas quanto FFEP, também revelaram
a variacdo dos valores de sensibilidade com uso da gPCR em cdes com sinais clinicos e sem
sinais clinicos, respectivamente: 67% a 100% e 79% a 100%, confirmando a necessidade do
uso da técnica de PCR principalmente para avaliar os grupos de cdes sem sinais clinicos
(CAMPOS et al., 2017; CARSON et al, 2010; DE CARVALHO et al., 2018;
MOHAMMADIHA et al., 2013; QUEIROZ et al., 2011).

Amostras de sangue provenientes de cdes com sinais clinicos apresentaram
sensibilidade na cPCR variando entre 89% a 100%, porém esta sensibilidade foi reduzida
quando o grupo assintomatico foi analisado. Em estudos comparativos, a gPCR apresentou a
maior sensibilidade (91%), seguido da cPCR (72%) e ITS-1 PCR (54%) (CARSON et al.,
2010).

Xavier et al. (2006) comparando bidpsia de pele de diferentes regides verificaram
82,8% de sensibilidade da cPCR, superior as encontradas pelas técnicas de HE e IHQ.

A aplicacdo de novas variacdes da técnica de PCR foi enfocada por Albuquerque et
al., (2017), que avaliaram a sensibilidade de quatro metodologias de PCR entre populactes de
caes com e sem sinais clinicos. Foram utilizadas as metodologias NESTED SSU rRNA-PCR,
ITS1-PCR, MC-PCR e Uni 21/Lmj4-PCR. A metodologia NESTED SSU rRNA-PCR foi a
que apresentou sensibilidade superior em cdes com sinais clinicos (44%) enquanto que a
metodologia ITS1-PCR apresentou a menor sensibilidade (12%). Ja entre 0s cdes sem sinais
clinicos, a sensibilidade da NESTED SSU rRNA-PCR (25,3%) foi a de maior relevancia.

Uma comparacdo entre diferentes metodologias de PCR, no qual foram avaliadas
amostras do baco e da pele de cées positivos para LVZ por meio de cultura parasitologica e
sorologia, verificou que a técnica de qPCR apresentou melhores resultados em relagcdo as
outras metodologias empregadas, com 100% de sensibilidade para as amostras obtidas do
baco, enquanto que na pele a sensibilidade variou entre 90% e 100% (REIS et al., 2013).

A técnica de gPCR permite continuo monitoramento da acumulacdo dos produtos da
PCR (amplicons) durante a reacdo de amplificacdo dos &cidos nucleicos. As tecnologias
SYBR Green e TagMan s@o as mais frequentemente utilizadas. A tecnologia SYBR Green

consiste de um sistema ndo especifico de deteccdo, baseado em um intercalador dsDNA
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fluorescente e é aplicavel a todos os alvos potenciais. A tecnologia TagMan é mais especifica,
uma vez que realiza a avaliagéo direta da quantidade de DNA amplificado usando uma sonda
fluorescente especifica para a sequéncia de destino ladeada pelo par de primer
(MORTARINO et al., 2004).

Minicirculos de DNA presentes no cinetoplasto da Leishmania (KDNA) sdo o
principal alvo molecular para a maioria dos testes de PCR destinados a deteccdo de
Leishmania spp. por serem considerados 0s mais sensiveis. No entanto, outros alvos também
sdo utilizados como Internal Transcribed Spacer (ITS-1), 18S rRNA e a glicoproteina 63 (gp-
63) (TRAVI et al., 2018), que tem influéncia na sensibilidade. Estes alvos sdo os mais
utilizados por serem genes de maltiplas copias e que permitem aumentar a sensibilidade da
PCR (PALTRINIERI et al., 2016; TRAVI et al, 2018).

Comparada a técnica de cPCR, a qPCR tem como vantagem 0 processamento das
amostras em sistemas fechado, sendo menos propenso a contamina¢do por nao necessitar de
processamento pos amplificagdo, além de permitir o conhecimento preciso do nimero de
copias de DNA presentes na amostra, o que favorece no monitoramento de tratamentos
leishmanicidas (MOHAMMADIHA et al., 2013; PALTRINIERI et al., 2016). As
desvantagens das técnicas de PCR, tanto qualitativa quanto quantitativa, sdo a falta de
padronizacdo dos protocolos, a ndo deteccdo de infeccdo ativa pela cPCR e uma menor
sensibilidade em amostras FFEP (CAMPOS et al., 2017).
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2 JUSTIFICATIVA

A expanséo da LV no Brasil, bem como a urbanizacdo da doenca com casos humanos
e grande quantitativo de cées positivos em vérias cidades de grande e médio porte tém sido
descritas (COURA-VITAL et al,, 2011; DA SILVA et al., 2011), inclusive em areas
anteriormente livres da infeccdo (DE PAULA et al., 2009; FIGUEIREDO et al., 2010).

Medidas de controle implementadas pelo MS, como a eutanasia de cdes infectados,
tém se mostrado ineficazes no controle da LV. Uma das causas dessa ineficicia pode ser a
baixa acurécia dos testes sorologicos empregados, 0 que vem permitindo a manutengdo de
animais infectados em areas endémicas e a eutanasia desnecessaria de cées devido a
resultados falso-positivos, o que reforca a tese de que tais técnicas ndo devam ser utilizadas
isoladamente (BRASIL, 2014).

A biopsia de pele integra é um bom alvo para identificacdo e diagnostico do parasito.
Isto se da pelo fato da pele ser o sistema corporal onde mais comumente se encontram sinais
da doenga e onde ocorrem as primeiras interacdes entre o parasita e 0 sistema de defesa do
hospedeiro infectado, reforcando a importancia dos cées no ciclo infeccioso da doenca
(BRASIL, 2014; CAMPOS et al., 2017; GONTIJO E MELO, 2004; QUEIROZ et al., 2011;
TAFURI et al.,, 2004;). Em trabalhos de campo, onde as condi¢des de refrigeracdo e
transporte de amostras bioldgicas sdo dificeis ou por vezes impossiveis, as mesmas sdo
imediatamente fixadas em formalina tamponada a 10%. Este tipo de amostra permite a
realizacdo de técnicas HP ou PCR para diagndstico confirmatorio da infec¢do por L. infantum
em cdes, porém inviabiliza a cultura parasitologica para isolamento do parasito e identificacdo
de sua espécie. Técnicas de PCR realizadas nesse tipo de amostra apresentam baixa
sensibilidade e maior dificuldade para identificacdo da espécie de Leishmania spp. quando
comparadas com a técnica de PCR realizada em amostras teciduais frescas congeladas
(CAMPOS et al., 2017). O uso da técnica de ISH utilizando a sonda especifica para o
complexo L. donovani mostrou ter boa sensibilidade e especificidade, detectando de maneira
inequivoca a espécie de L. infantum presente em tecidos FFEP (DINHOPL et al., 2011,
MENEZES et al., 2013).

O estudo comparativo entre as técnicas de ISH e qPCR para diagnéstico da infeccdo
por L. infantum em tecidos FFEP usando como referéncia a cultura parasitoldgica séo

escassos, 0 que motivou a realizacdo deste trabalho.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a sensibilidade das técnicas de ISH e qPCR em amostras de pele integra FFEP
para diagnéstico da infeccdo por L. infantum em cdes usando a técnica de cultura
parasitologica como método padrdo de referéncia.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Comparar a sensibilidade das técnicas de ISH e gPCR em amostras de pele integra fixadas
em formalina tamponada a 10% e emblocadas em parafina, para diagndstico da infecgédo
por L. infantum entre caes sem sinais clinicos e doentes.

2) Verificar a concordancia interobservadores no diagndstico da infec¢éo cuténea por
L. infantum em cées pela técnica de ISH.

3) Avaliar a carga parasitaria de L. infantum obtida pela gPCR e relacionar ao resultado da

ISH.

4) Avaliar a carga parasitaria de L. infantum obtida pela qPCR entre cdes com presenca de

sinais clinicos e auséncia de sinais clinicos.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 OBTENCAO DAS AMOSTRAS

Foi realizado um estudo retrospectivo com a utilizacdo de uma amostra de
conveniéncia composta de fragmentos de pele integra da regido escapular de 48 cdes com
resultados positivos para L. infantum confirmados por meio das técnicas de cultura
parasitologica a partir destes fragmentos e posterior identificagdo pelo método de eletroforese

de enzimas multilocus.

A amostra selecionada contém espécimes de 27 cdes com presenca de sinais clinicos e

21 cdes com auséncia de sinais clinicos.

Os fragmentos de pele foram coletados de cées por meio de biopsia da regido
escapular com uso de um punch de 3 mm. Os cées foram provenientes de areas endémicas
para LVZ entre os anos de 2008 e 2016. As cidades de origem destes animais foram: Barra
Mansa, RJ; Bauru, SP; Brasilia, DF; Fortaleza, CE; Marica, RJ; Niterdi, RJ; Rio de Janeiro,
RJ; Palmas, TO. Apo0s a coleta, os fragmentos foram imediatamente fixados em formalina
tamponada a 10% e posteriormente processados para emblocamento em parafina. Um
fragmento de pele também foi armazenado imediatamente em solucdo salina estéril para

realizacdo das técnicas de cultura parasitologica e caracterizacdo isoenzimatica.

Foram considerados cdes com sinais clinicos sugestivos de LVZ aqueles que
apresentavam pelo menos uma das seguintes alteracdes: magreza, caquexia, alopecia geral ou
localizada, lesbes cutaneas caracterizadas por Ulceras e descamacdo, onicogrifose, aumento de
linfonodos superficiais, hepatomegalia, esplenomegalia, mucosa ocular ou oral hipocoradas,
ceratoconjuntivite e atrofia muscular esquelética. O outro grupo foi caracterizado por cées

com auséncia de sinais clinicos sugestivos de LVZ.

Os procedimentos de cultura parasitologica e caracterizacdo isoenzimatica foram
realizados, obedecendo as seguintes etapas: os fragmentos de pele coletados por bidpsia foram
mergulhados imediatamente em solucdo salina estéril e semeados em meio de cultura bifasico
NNN (Novy, MacNeal e Nicolle) / Schneider Medium Insect (Sigma-Aldrich Co, St.Louis,
MO, EUA) contendo 10% de soro fetal bovino e incubados a 26-28°C. As formas
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promastigotas de Leishmania spp. isoladas foram identificadas por eletroforese enzimética
multilocus, utilizando seis sistemas enzimaticos (CUPOLILLO et al., 1994; MADEIRA et al.,
2009). A cultura parasitoldgica foi realizada no Laboratdrio de Vigilancia em Leishmanioses
do INI/ Fiocruz.

4.2 TECNICA DE HIBRIDIZACAO IN SITU

Para a técnica ISH, foram obtidos dois a trés cortes de 5 um de espessura dos blocos
de parafina, que foram colocados em laminas silanizadas (Erviegas, ERV — SF PLUS, Sé&o
Paulo, Brasil). Foi utilizado o kit ZytoFastPlus CISH implementation AP-NBT/BCIP®
(Zytovision GmbH Bremerhaven, Alemanha) de acordo com as recomendagdes do fabricante.
O processo teve inicio com o acondicionamento das laminas em estufa a 75°C por 20 minutos,
seguido do processo de desparafinizacdo em xilol, com primeira imersdo por 10 minutos e
mais dez imersdes subsequentes por 1 minuto. A seguir, as ldaminas foram submetidas a um
processo de reidratacdo com uso de etanol nas concentracbes de 100%, 96%, 70%,
permanecendo 1 minuto em cada concentracdo. Logo apos as laminas foram lavadas em agua
corrente durante 3 minutos e, posteriormente, em agua destilada durante 2 minutos. Apos a
etapa de hidratacdo, as laminas foram submetidas a tratamento proteolitico com uso de
pepsina, durante 2 minutos a 37°C, em camara Umida. A técnica seguiu com a lavagem das
laminas em agua destilada com dois banhos de 1 minuto cada. A etapa de condicionamento
celular ou tratamento térmico ocorreu em equipamento de banho-maria, a temperatura de
99°C durante 30 minutos, com uso de solucdo tampdo EDTA (&cido etilenodiamino tetra-
acetico) (pH=6,0) presente no kit comercial. Ap6s o condicionamento celular, as laminas
ficaram em temperatura ambiente por 20 minutos no mesmo tampao e foram lavadas em agua
destilada (dois banhos de 1 minuto), desidratadas em concentraces crescentes de etanol
(70%, 80%, 90% e 100%) durante 1 minuto em cada concentracdo e secas em estufa a 37°
durante 10 minutos. Em seguida, as laminas foram colocadas no aparelho hibridizador
Thermobrite® (StatSpin Inc, Westwood, MA, EUA), incubadas com sonda de
oligonucleotideos especifica para L. infantum (5’- CCTACCCGGAGGACCAGAAAAGTT-
3”) ligada a digoxigenina na extremidade 5°, segundo Menezes et al., (2013), na diluicdo de
1:500, utilizando a solucdo tamp&o de hibridizacdo Hybridization Solution H7782 (Sigma-

Aldrich Co, St.Louis, MO, EUA). Para incubacdo com a sonda, os cortes histologicos foram
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cobertos com laminula pléastica Hybri-slips (Sigma-Aldrich Co, St.Louis, MO, EUA) e
seladas com cola Fixogum® (Marabu, GmbH Bietigheim-Bissingen, Alemanha). No
hibridizador, foi realizada a desnaturacao a 75°C por 5 minutos e, logo a seguir, hibridizacéo a
37°C overnight. Apbs o término do ciclo de hibridizacdo, seguindo as recomendagdes do
fabricante, as laminulas foram retiradas, e a partir dai as ld&minas foram submetidas a trés
banhos de estringéncia em tampdo TRIS (TBS) 1X concentrado. O primeiro a 55°C e os
demais a temperatura ambiente. ApOs esta etapa, as laminas foram submetidas a incubacéo
com anticorpo anti-digoxigenina produzido em coelhos, seguido por incubagédo com anticorpo
anti-anticorpo de coelhos conjugado com polimero e fosfatase alcalina. A revelacdo do sinal é
feita com adicdo de 5-bromo-4-cloro-3 indolil fosfato (BCIP) e 4-nitro blue cloreto de
tetrazolium (NBT) e posterior contracoloragdo com corante nuclear vermelho rapido. Apds
estas etapas, as laminas foram montadas com laminulas para posterior leitura em microscopio
optico.

Em todos os ensaios de hibridizacdo in situ, cortes histoldgicos de tecidos
positivamente parasitados por formas amastigotas de L. infantum foram incubados em
presenca da sonda especifica, atuando assim como controle positivo, e estritamente com a
solucdo de hibridizacdo e auséncia da sonda especifica, representando o controle negativo. A
técnica de hibridizacdo in situ foi executada no Servico de Anatomia Patoldgica do

INI/Fiocruz.

4.2.1 Leitura das laminas de hibridizacéo in situ

A interpretacdo microscépica foi realizada por dois observadores:

A) Observador 1: Médico veterinario patologista do Laboratorio de Pesquisa Clinica
em Dermatozoonoses em Animais Domésticos do INI-Fiocruz, também com ampla

experiéncia no diagnostico histopatolégico, imuno-histoquimico e ISH em leishmanioses.

B) Observador 2: Atua na area de Controle de Qualidade em Imunobiol6gicos do
Instituto de Tecnologia em Imunobiol6gicos-Fiocruz. Durante o curso de mestrado participou
de treinamentos relacionados a area de diagndstico histopatologico, principalmente voltados a

técnica de ISH.
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Todas as laminas foram examinadas ao microscopico optico (40X e 100X) para a
pesquisa de formas amastigotas de Leishmania spp. e o resultado final das leituras foi obtido a
partir do observador com maior experiéncia para o diagndstico de L. infantum na técnica de
ISH.

As amostras de tecido submetidas a reacdo de ISH para deteccdo de formas
amastigotas foram consideradas positivas quando observadas ao menos duas estruturas
marcadas em azul escuro e morfologicamente compativeis com formas amastigotas de
Leishmania spp. Também foram consideradas na confirmacdo do diagnostico a forma, o

tamanho e a localizacdo das estruturas no interior de vacuolos parasitéforos de macréfagos.

4.3 REALIZACAO DA TECNICA DE gPCR

4.3.1 Extracao e Purificacdo de DNA a partir de amostras parafinadas

Na técnica de PCR quantitativa (qPCR), as amostras de pele integra FFEP foram
submetidas a oito cortes histologicos de 5 um de espessura. Para evitar a contaminacao entre
as amostras, o micrétomo foi higienizado com etanol a 70%, e teve a lamina descartavel
substituida a cada nova amostra. Os cortes histologicos foram coletados com auxilio de pingas
estéreis e transferidos diretamente para microtubos de 1,5 mL (DNAse e RNAse free),
previamente identificados. A desparafinizacdo das amostras foi realizada com a adi¢cdo de 1
mL de xilol, seguida de centrifugacdo a 14.000 rpm por 2 minutos. Apds estas etapas, 0
sobrenadante foi descartado e foi adicionado 1 mL de etanol a 100%. As amostras sofreram
nova centrifugacao a 14.000 rpm por 2 minutos, e o sobrenadante foi descartado. Em seguida,
as amostras foram incubadas a temperatura ambiente por 1h para completa evaporacdo do
etanol e posterior processamento de extracdo de DNA de acordo com as recomendacdes do
fabricante do kit comercial QIAamp® DNA FFPE Tissue (Qiagen, Califérnia, EUA). O
sedimento obtido foi ressuspenso em 180 uL de tampao de lise (ATL) e em seguida foram
adicionados 20 pL de solugdo de proteinase K seguidas por um processo de incubagdo em
banho-seco a 56°C por 1h, seguida de incubagdo a 90°C por mais 1h. Apos esta etapa, as

amostras foram submetidas a extracdo automatica no equipamento QIAcube®, exclusivo para
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operar com os kits de extracdo desenvolvidos pela empresa QIAGEN. O DNA extraido foi
identificado com data do processamento e o codigo da extracdo, sendo acondicionados a
temperatura de -20°C.

4.3.2 Quantificacdo de DNA por fluorimetria

Apos a etapa de extracdao, O DNA obtido de cada amostra foi quantificado a partir da
utilizacdo de corantes fluorescentes presentes no “kit” Qubit® dsDNA HS Assay e com 0 uso
da plataforma Qubit® 2.0 Fluorometer (Invitrogen®), seguindo as instru¢es do fabricante.
Inicialmente, foi necessario o preparo da solucdo de trabalho com 199 uL de tampédo Qubit e
1 pL de reagente Qubit para cada amostra que foi analisada. A seguir, foram estabelecidas as
curvas de concentracdo de DNA com os dois reagentes-padréo presentes no Kit, dos quais um
representava 0 menor ponto da curva (padréo 1) e o outro o maior ponto (padréo 2). O preparo
dos padrdes foi feito em microtubos distintos, com a adi¢do de 190 pL da solucéo de trabalho
e 10 pL do padréo 1 ou 2, sendo as preparacdes homogeneizadas e incubadas a temperatura
ambiente por 2 minutos. Em seguida, os microtubos com as curvas de padrdo foram inseridos
no fluorimetro de leitura e a curva padrdo foi registrada. No preparo das amostras para
quantificacdo, foram adicionados 199 pL da solucéo de trabalho e 1 uL da amostra de DNA a
ser quantificada e incubada a temperatura ambiente por 2 minutos. Em seguida as amostras
foram submetidas a leitura no fluorimetro onde a concentragdo de DNA em nanogramas por
microlitro (ng/uL) foi definida por meio da curva-padrdo, sendo os valores registrados. O

limite de deteccdo desta metodologia é de 0,0005 ng de DNA em 1 pul de diluente.

4.3.3 Protocolo de amplificacdo de DNA por PCR quantitativa

Em sequéncia as etapas de extracdo e quantificacdo do DNA, as amostras foram

submetidas a amplificacdo por PCR quantitativa, utilizando-se a plataforma 7500 Fast Real-
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Time PCR System™ (Applied Biosystems®, CA, EUA) e sondas de hidrélise TagMan®

MGB. As amostras foram analisadas em triplicata.

A sonda de hidrélise TagMan® MGB (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA) e
os iniciadores foram desenhados para reconhecer as regides conservadas do KDNA de L.
infantum . Os iniciadores LEISH-1 (5’- AACTTTTCTGGTCCTCCGGGTAG-3’) e LEISH-2
(5’-ACCCCCAGTTTCCCGCC-3’) e a sonda (FAM-5’-AAAAATGGGTGCAGAAAT-3’-
NFQ-MGB) selecionados para este experimento foram descritos em estudos anteriores no
protocolo de OLIVEIRA et al. (2017) e CAMPOS et al. (2017). O volume final da solucao
para que a reacdo de amplificacdo ocorresse foi de 25 pL por poco, onde 5 uL foi o volume de
amostra utilizada e 20 uL correspondeu a solucdo de reagentes. A solucdo de reagentes
continha 12,5 uL. do reagente TagMan® Fast Advanced Master Mix (Applied Biosystems®),
1,5 puL dos iniciadores LEISH-1 e LEISH-2 a 900nM e 2,5 uLL da sonda a 200 nM. As reacdes
foram realizadas em placa de 96 pocos (Applied Biosystems), que receberam vedagdo com
filme adesivo (Applied Biosystems) apds a adicdo de todos os componentes da reacdo. O
protocolo de amplificacdo adotado foi o seguinte: um ciclo de 50°C por 2 minutos, um ciclo
de desnaturacdo a 95°C por 10 minutos e quarenta ciclos de desnaturacdo a 95°C por 15
segundos e de anelamento/extensdo a 60°C por 1 minuto. Em cada placa envolvida no
processo de amplificacdo de DNA foram utilizados controle positivo (cultura de L. infantum)

e negativo (agua ultrapura).

O limiar basal de fluorescéncia para determinacéo do ciclo de quantificacdo (Cq) ou
threshold foi fixado em 0,1. O ponto de corte para a definicdo dos resultados detectaveis foi
fixado em 37 ciclos e amostras com Cq superior a 37 foram consideradas indetectaveis. O
limite de deteccdo estabelecido a partir de repeticdes da curva-padrdo com dilui¢bes seriadas
foi de 0,0025 gEq de L. infantum /reacdo (CAMPOS et al., 2017).

4.3.4 Teste da qualidade do DNA

O ensaio realizado com o kit Tagman® Gene Expression Assay system (Applied
Biosystems, Foster City, CA, EUA) é aplicado na distingdo de resultados falso-negativos nas
amostras com auséncia de amplificacdo do DNA pela técnica de gPCR. Falso-negativos

geralmente sdo originados pela presenca de inibidores na reacdo de amplificagdo de DNA ou
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mesmo pela presenca de DNA degradado em algumas amostras. O kit contém par de
iniciadores e sonda predefinidos para a amplificacdo através da gPCR de um segmento do

gene constitutivo canino que codifica para a subunidade proteica f-actina (Cf03023880_g1).

A B-actina pertence a uma classe de genes chamados de genes domésticos e suas

proteinas normalmente executam funcdes constitutivas celulares.

Este € um teste qualitativo, com resultados definidos pela presenca ou auséncia da
subunidade proteica B-actina. A quantificacdo positiva revela que a amostra contém DNA
integro e livre de inibidores, e define a amostra em estudo como negativa para L.infantum na
gPCR. Resultado negativo, ou seja, onde as amostras ndo apresentam produto amplificado,
define a analise da amostra quanto a pesquisa de L. infantum como inconclusivos (CAMPOS
et al., 2017).

Semelhante a etapa de amplificacdo, o volume final para reacéo foi de 25 L por pogo,
sendo 2 pL de amostra alvo e 23 ul de solugdo com a seguinte composi¢do: 12,5 uL do
reagente TagMan® Fast Advanced Master Mix (Applied Biosystems®), 1,25 uL da solucéo

de iniciadores e sonda e 9,25 pL de agua ultrapura.

As etapas de extracdo e purificacdo de DNA e quantificacdo de DNA foram realizadas
no Laboratério de Pesquisa Clinica em Dermatozoonoses em animais Domésticos do
INI/Fiocruz; as técnicas de amplificacdo de DNA e pesquisa de DNA residual foram

executadas no Departamento de Controle de Qualidade de Bio-Manguinhos/Fiocruz.

4.4 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados utilizados para as analises foram organizados em um banco de dados no

programa Excell Office para Windows e analisados por meio do software STATISTICA 13.0.

Os resultados do observador que detectou 0 maior nimero de amostras positivas para
L.infantum na técnica de hibridizacdo in situ foram utilizados para o calculo de sensibilidade

da técnica.

As sensibilidades e os respectivos intervalos de confianga de 95% (IC 95%) foram

calculados usando a cultura parasitologica como método padrdo de referéncia.
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A concordéncia interobservadores para técnica de ISH foi estimada pelo indice Kappa,
de acordo com Landis e Koch (1977), assim como a concordancia entre as técnicas de ISH e
gPCR.

O teste Qui-Quadrado foi utilizado para verifica a independéncia entre as variaveis. O
nivel de significancia estipulado foi de 5%. Foram elaboradas tabelas de contingéncias para a
realizacdo deste teste.

A comparacdo entre 0s grupos positivos e negativos da técnica ISH e dos grupos com
presenca e auséncia de sinais clinicos foi realizada por meio de estatistica descritiva da

quantificagcdo de gEq de L.infantum da gPCR presente nestes grupos.

O software utilizado na obtengdo dos dados da qPCR foi 0 AccuSEQ™,

4.5 ASPECTOS ETICOS

Este estudo utiliza espécimes clinicos (pele) obtidos no projeto intitulado
“Hibridizacao in situ no diagnostico de infeccdo por Leishmania infantum em cées
domésticos” aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA/Fiocruz), licenca
LW-54/13 e no projeto intitulado “Constru¢do de um painel de soros caninos para o
Ministério da Saude utilizar na validacédo de kits de diagndsticos para Leishmaniose Visceral
(LV)”, aprovado pela CEUA/Fiocruz, licenca L-038/08.
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5 RESULTADOS

5.1 AVALIACAO DA gPCR PARA L. infantum

O estabelecimento de curvas-padrdo para cada placa de reacdo foi necessario para
determinar o nimero de copias equivalentes do genoma (gEq) de L. infantum em amostras de
DNA de pele integra de cdes FFEP. Por meio da anélise das curvas-padréo obtidas foi aferida
uma eficiéncia média da gPCR de 96,845% (Min: 94,946 e Max: 98,744%), referente a média
de slope de -3,3 (Min: -3,3 e Max: -3,4), e média Y-intercepto de Cq= 34,433 (Min: 34,147 e
méax: 34,719), com média de ajuste dos valores a curva (R2) de 0,99 (Figura 1).

Em nosso estudo, onze amostras apresentaram Cq superior a 37, definido como ponto

de corte, e foram classificadas como indetectaveis.
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Figura 1. Grafico representativo da curva-padrdo (A) utilizada para quantificacdo de L. infantum a
partir da amplificagdo de regido do KDNA, com threshold, indicado pela linha azul, fixado em 0,1. Os
valores dos ciclos de quantificacdo (Cq) estdo apresentados em (B), em que os pontos da curva
indicam a diluicdo seriada na base 10 de 500 a 0,05 gEq de L. infantum /uL. Os indices Slope, Y-inter,

R2 e eficiéncia da gPCR estdo apresentados.
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5.2 VALORES DE SENSIBILIDADE DAS TECNICAS ISH E QPCR

A sensibilidade para o diagndstico de L. infantum encontrado pela técnica de gPCR foi
77,1 % (IC 95% 75,4%-78,8%), enquanto que para técnica de ISH foi 58,3% (IC 95% 56,3%-
60,3%) (Tabela 1).

\ f 4 e 20 pm
*® » .=

Figura 2. Hibridizagdo in situ em amostra de pele de cdo mostrando diversas formas amastigotas de L.
infantum coradas em azul escuro (setas) e localizadas no citoplasma de macrofagos.

Na ISH, foram observadas alteraces morfologicas na pele como perda de tecido e
fragmentagdo do colageno (Figura 3), que, por vezes, dificultaram a visualizacdo das formas

amastigotas de Leishmania spp.
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Figura 3. Hibridizacdo in situ em amostra de pele de cdo mostrando multiplas areas de fragmentacao
do colageno da derme (setas).

O namero de amostras positivas e negativas para cada técnica realizada esta descrito

na tabela 1.

Tabela 1. Casos positivos e negativos para as formas amastigotas de L. infantum pelas técnicas de
ISH e gPCR em amostras de pele FFEP de cdes com infec¢do por L. infantum confirmada pela cultura

parasitolégica.

ISH gPCR Total
Positivo Negativo
Positivo 25 3 28
Negativo 12 8 20
Total 37 11 48

ISH: Hibridizacéo in situ; gPCR: PCR quantitativa
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Do universo de 27 cdes com presenca de sinais clinicos, 15 (55,6%) apresentaram
positividade pela técnica de ISH para o diagnostico da infecgdo por L. infantum na pele,
enquanto que na populacdo de 21 cdes com auséncia de sinais clinicos, 13 (62%) obtiveram

resultado positivo (tabela 2).

Tabela 2 Casos positivos e negativos para as formas amastigotas de L. infantum pela técnica de ISH
de acordo com a presenca ou auséncia de sinais clinicos, em amostras de pele FFEP de cdes com
infeccdo por L. infantum confirmada pela cultura parasitoldgica.

ISH Sinais Clinicos Total
Presentes Ausentes
N % N % N %
Positivo 15 31% 13 27% 28 58%
Negativo 12 25% 8 17% 20 42%
Total 27 56% 21 44% 48 100%

ISH: Hibridizacao in situ; N= nimero de amostras

N&o se observou associacdo entre os resultados da técnica ISH com estado clinico do
animal, ao nivel de 5% de significancia (p-valor 0,658), ou seja, ser positivo ou ndo na técnica

de ISH independe da presenca ou auséncia de sinal clinico de LV nos cées.

Na técnica de gPCR para o diagnostico de infeccdo de L. infantum na pele, do
universo de 27 caes com presenca de sinais clinicos, 19 (70,4%) apresentaram positividade
pela técnica, enquanto que na populacdo de 21 cdes com auséncia de sinais clinicos, 18

(85,7%) obtiveram resultado positivo (tabela 3).
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Tabela 3 Casos positivos e negativos para as formas amastigotas de L. infantum pela técnica de
gPCR de acordo com a presenca ou auséncia de sinais clinicos, em amostras de pele FFEP de cées

com infeccdo por L. infantum confirmada pela cultura parasitolégica.

gPCR Sinais Clinicos Total
Presentes Ausentes
N % N % N %
Positivo 19 40% 18 38% 37 77%
Negativo 8 17% 3 6% 11 23%
Total 27 56% 21 44% 48 100%

gPCR: PCR quantitativa; N= nimero de amostras.

Né&o foi verificada associacdo entre sinais clinicos com os resultados qualitativos da
gPCR, ao nivel de 5% de significancia (p-valor 0,20). Esse resultado evidencia que detecgédo
do DNA do parasito na pele pela gPCR independe da presencga ou auséncia de sinal clinico de

LV nos caes.

5.3 CONCORDANCIA INTEROBSERVADORES NA TECNICA DE ISH

O valor do coeficiente Kappa obtido nesta analise foi 0,32. Este valor sugere uma
forca de concordancia suave, segundo sugestdo de Landis e Koch (1977) para a interpretacdo
da magnitude do coeficiente Kappa (tabela 4).

O percentual de concordancia interobservadores foi de 66,67% (1C95% 51,59% -
79,60%).

Tabela 4. Resultados obtidos pelos dois observadores para a técnica de ISH em amostras de pele
FFEP de cdes com infeccdo por L. infantum confirmada pela cultura parasitolégica.

ISH 1 ISH 2 Total
Positivo Negativo
Positivo 19 39,58% 9 18,75% 28 58,33%
Negativo 7 14,58% 13 27,08% 20 41,67%
Total 26 54,17% 22 45,83% 48 100,00%

ISH 1: Observador principal da técnica de hibridizagdo in situ ISH 2: Segundo observador da técnica
de hibridizacéo in situ.
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5.4 CARGA PARASITARIA DE L. infantum OBTIDA PELA gPCR EM CAES POSITIVOS
E NEGATIVOS PARA ESSE PARASITO NA TECNICA DE ISH

As amostras positivas e negativas obtidas pela técnica de ISH foram comparadas com
0s respectivos equivalentes gendémicos (gEq) de L. infantum obtidos pela gPCR, por meio de
suas estatisticas descritivas (tabela 5).

A associacdo entre a técnica ISH com as cargas parasitéarias de L. infantum expressas
em equivalentes gendmicos do parasito (gEq) obtidos pela gPCR, determina que as variaveis
séo dependentes entre si (p-valor 0,007), ou seja, a classificacdo da ISH apresenta algum grau
de dependéncia da classificacdo da qPCR.

De acordo com o coeficiente de contingéncia obtido (=0,118), o grau desta

classificacdo é baixo.

Tabela 5. Estatistica descritiva das cargas parasitarias de L. infantum determinadas pela qPCR e
expressas em equivalentes gendmicos do parasito (JEq) em amostras de pele positivas e negativas para

L. infantum pela técnica de ISH.

ISH Carga parasitaria de L. infantum em (gEQ)
Média Minimo Maximo Desvio padrdo  Mediana
Positivo (N=25)  15.822,76 0,079225 371.632,7 74.163,97 56,78593
Negativo (N=12)  9,059252 0,002287 42,71348 13,33841 4,616317
Total (N=37) 10.693,99 0,002287 371.632,7 61.017,91 12,82

ISH: Hibridizac&o in situ; N= nimero de amostras
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5.5 CARGA PARASITARIA DE L. infantum OBTIDA PELA gPCR EM CAES COM
PRESENCA OU AUSENCIA DE SINAIS CLINICOS

O grupo de cdes com presenca e auséncia de sinais clinicos foram comparados por
meio de suas estatisticas descritivas com os respectivos equivalentes gendémicos (gEq) de
L. infantum obtidos pela gPCR (tabela 6).

Tabela 6. Estatistica descritiva das cargas parasitarias de L. infantum determinadas pela gPCR e
expressas em equivalentes gendmicos do parasito (gEQ) de acordo com a presenca ou auséncia de

sinais clinicos

Sinais clinicos Carga parasitaria de L. infantum em (gEQ)
Média Minimo Maximo Desvio padréo Mediana
Presentes (N=19)  20.482,91 0,0023 371.632,70 85.075,73 11,38
Ausentes (N=18) 361,24 0,0063 2.708,30 783,48 25,98
Total (N=37) 10.693,99 0,0023 371.632,70 61.017,91 12,82

N= numero de amostras.

5.6 CONCORDANCIA ENTRE AS TECNICAS

A determinacdo de concordancia entre as técnicas ISH e gPCR foi feita utilizando o
método de Kappa (LANDS; KOCH, 1977).

O valor do coeficiente Kappa obtido nesta analise foi de 0,31, que sugere uma forca de
concordancia suave, segundo proposta de Landis e Koch (1977) para a interpretacdo da

magnitude do coeficiente Kappa.

A porcentagem de concordancia entre as técnicas foi de 68,75% (53,75%-81,34%),

com intervalo de confianca de 95%.
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6 DISCUSSAO

A técnica de gPCR apresentou uma sensibilidade maior do que a ISH na deteccéo de
L. infantum em amostras de pele integra FFEP de cdes com e sem sinais clinicos provenientes
de &rea endémica. Apesar de serem técnicas moleculares, a maior sensibilidade da gPCR era
esperada, pois é baseada na amplificacdo dos &cidos nucleicos do agente etiolégico presente
na amostra, enquanto a técnica de ISH visa a detec¢do de &cidos nucleicos do patdgeno que ja
estdo presentes na amostra, sem amplificacdo (SEGALES et al., 1999; MAES et al., 2014). A
menor frequéncia de positividade pela técnica de ISH em comparagdo com a PCR também foi
observada por Dinhopl et al., (2011). Esses autores analisaram diversos tecidos FFEP de treze
cdes com suspeita clinica ou soropositividade para infeccdo por Leishmania spp. e
demonstraram que a ISH com uso de sonda genérica para Leishmania spp. foi negativa em
trés cdes em um total de seis positivos para Leishmania spp pelo cPCR. A baixa concordancia
entre a gPCR e a ISH no presente estudo ocorreu em funcdo das diferencas de sensibilidade
obtidas por essas técnicas.

A sensibilidade da gPCR no presente estudo foi satisfatoria e esteve dentro da faixa de
45% a 100% relatada por outros autores em amostras de pele de cées examinadas pela técnica
de PCR tendo como alvo o KDNA do parasito, incluindo a cPCR e qPCR, no diagnostico de
L. infantum em cdes com e sem sinais clinicos, em amostras biologicas congeladas
(LACHAUD et al., 2002; MANNA et al., 2004; QUEIROZ et al., 2011; REGINA-SILVA et
al., 2014). Considerando amostras de pele FFEP, a sensibilidade da gPCR no presente estudo
foi superior a sensibilidade de 63,9% relatada por Campos et al. (2017), que usou a mesma
metodologia do presente estudo, e inferior a sensibilidade de 82,8% descrita por XAVIER et
al. (2006) que usaram cPCR tendo KDNA do parasito como alvo.

Em relacdo aos achados de Campos et al. (2017), essa variacdo nas sensibilidades
obtidas ocorreu devido aos diferentes métodos laboratoriais definidos como referéncia
incluidos nos estudos, pela influéncia da classificacdo clinica dos caes avaliados e pelo
namero de cortes histoldgicos coletados para técnica de gPCR. Os referidos autores adotaram
como padrdo de referéncia para calculo da sensibilidade, cdes positivos em pelo menos uma
das técnicas: cultura parasitoldgica, IHC e HP, enquanto que no presente estudo o padrdo de
referéncia foram cédes positivos na cultura parasitologica. Adicionalmente, Campos et al.
(2017) ndo discriminaram a classificacdo clinica dos cdes, que pode ser um fator fundamental
na sensibilidade da gPCR (DE CARVALHO et al., 2018; XAVIER et al., 2006). O nimero de
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cortes de 5um obtidos dos blocos de parafina para realizagdo da qPCR por Campos et al.
(2017) foi de cinco, enquanto que em nosso estudo utilizamos oito cortes. Uma maior
quantidade de amostra pode ter possibilitado uma maior quantidade de DNA de L. infantum
extraido, proporcionado uma melhor sensibilidade dessa técnica se comparado aos resultados
descritos por Campos et al. (2017).

Por sua vez, a maior sensibilidade da cPCR para diagnéstico de L. infantum em
amostras de pele de cdes FFEP encontrada por Xavier et al. (2006), em comparagdo com 0s
nossos resultados, ndo era esperada. 1sso porque a técnica de gPCR € considerada uma técnica
mais sensivel do que a da cPCR (CARSON et al., 2010; MORTARINO et al., 2004). A
sensibilidade mais elevada encontrada por Xavier et al. (2006) pode ter sido devido a
diferente técnica utilizada, ao uso de uma amostra de conveniéncia composta por 29 caes (dez
com sinais clinicos e dezenove sem sinais clinicos), inferior ao do presente estudo, a
utilizagdo como padrdo de referéncia de cées positivos para L. infantum em amostras de
figado, baco ou linfonodo por HP ou citopatologia.

As diferencas entre o padrdo de referéncia adotado por Xavier et al. (2006) em relacao
ao que foi utilizado no presente estudo pode ter selecionado cdes com cargas parasitarias mais
altas na pele, levando a obtencdo de uma sensibilidade maior. Além disso os referidos autores
também ndo mencionaram o numero de cortes histoldgicos utilizados na técnica de cPCR, 0
que pode ter influenciado na sensibilidade da técnica. Além de ser considerada mais sensivel
em comparacdo com a técnica de cPCR no diagndéstico de L. infantum em caes, a gPCR
apresenta outras vantagens tais como maior rapidez, menor possibilidade de contaminacéo e
informacGes sobre a carga parasitaria do animal, que € importante para 0 monitoramento da
resposta ao tratamento (MORTARINO et al., 2004; PALTRINIERI et al., 2016).

No presente estudo, a técnica de ISH apresentou sensibilidade dentro da faixa de 44%
a 75%, esperada para uma técnica histologica (incluido IHC, HP e ISH) usada na deteccédo de
formas amastigotas de Leishmania spp. em amostras de pele de cdes naturalmente infectados
(MENEZES et al., 2013; QUEIROZ et al., 2011; XAVIER et al., 2006). Comparando as
sensibilidades da técnica de HP em amostras de pele de cdes para diagnostico de Leishmania
spp., que variam de 35,6 a 57,6% (XAVIER et al., 2006; QUEIROZ et al., 2011; MENEZES
et al., 2013), a ISH demonstrou maior sensibilidade no presente estudo, corroborando com os
achados de Menezes et al. (2013).

Em relacdo a técnica de IHC em amostras de pele de cdes com LV, no presente estudo
a ISH mostrou uma sensibilidade maior do que a de 44% relatada por Queiroz et al. (2011) e

Xavier et al. (2006), porém inferior a sensibilidade de 69,5% relatada por Menezes et al.
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(2013). Com relagdo a técnica de ISH, Menezes et al. (2013) também relataram sensibilidades
superiores comparadas as do presente estudo. Para técnica de ISH usando sonda genérica para
Leishmania spp., a sensibilidade encontrada foi 70,6% e para ISH usando a mesma sonda do
presente estudo, a sensibilidade encontrada foi 74,5%. Diferente do nosso estudo, Menezes et
al. (2013) usaram um protocolo automatizado, o que aumenta a consisténcia, confiabilidade,
adequabilidade e a produtividade da técnica de ISH. Aliada a essas propriedades, 0 método
automatizado permite uma melhor preservacao do tecido, melhoria da intensidade do sinal de
deteccdo das formas amastigotas pela sonda e um menor grau de marcacdo tecidual
inespecifica (background) o que pode justificar a maior sensibilidade em comparacdo com 0
sistema semi-automatizado utilizado no presente estudo. De fato, foram observados danos na
morfologia da pele no protocolo da ISH utilizada, ocasionados provavelmente pelas etapas de
tratamento proteolitico e condicionamento celular, semelhante ao relatado por Boechat et al.
(2016) em amostras de epididimo, que podem ter prejudicado a sensibilidade da técnica.
Particularidades da matriz extracelular composta basicamente por colageno, elastina, laminina
distribuidos por toda sua extensdo, torna a pele fina e fragil, comprometendo por vezes um
resultado adequado da técnica (NITTA; KISHIMOTO; GROGAN, 2003).

Apesar da ISH no presente estudo ter apresentado sensibilidades dentro de faixa de
valores encontradas para HP e IHC (MENEZES et al.,, 2013; QUEIROZ et al.,, 2011,
XAVIER et al., 2006) , apresenta superioridade por detectar acidos nucleicos especificos do
patogenos, permitindo assim a discriminacao efetiva de L. infantum nas amostras, 0 que ndo é
possivel em outras técnicas histologicas. A técnica de ISH usando sonda especifica para
L. infantum, que foi neste estudo empregada, ndo apresentou reacdo cruzada com outras
espécies de Leishmania spp. do Novo Mundo, bem como com outros patégenos (MENEZES
et al., 2013). Diferentemente, em relacdo a técnica de IHC, j& foram descritas reacGes
cruzadas com patogenos histomorfologicamente similares como o Histoplasma capsulatum,
Sporothrix spp. (FERREIRA 2017; QUINTELLA et al., 2009) e, na experiéncia do nosso
laboratério, com Trypanosoma cruzi. Adicionalmente, A falta de anticorpos purificados anti-
Leishmania spp. disponiveis comercialmente para execucdo da ISH e a necessidade de
substituicdo por soro policlonal de coelho anti-Leishmania produzido in house ou soro
hiperimune de cdo anti-Leishmania obtido de cdes naturalmente infectados prejudicam a
padronizacdo da técnica entre laboratorios, além de aumentarem o risco de reagdo cruzada
com outros patégenos (MENEZES et al., 2013).

A sensibilidade da ISH esteve relacionada a carga parasitaria na qPCR, tendo o0s casos

positivos maior carga parasitaria do que 0s casos negativos por essa técnica. Essa técnica nao
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foi capaz de detectar formas amastigotas de L. infantum na pele em amostras com carga
parasitaria inferior a 0,079 (gEq) de DNA desse parasito, detectadas em 37 ciclos de
quantificacdo pela gPCR. A ndo detecgdo de formas amastigotas de L. infantum pela técnica
de ISH em nove casos com carga parasitaria superior a 0,079 (gEq) pode ter sido causada pela
destruicdo tecidual promovida pelas etapas de tratamento enzimatico e tratamento térmico.
Esse dano tecidual pode ter impedido a visualizagcdo de formas amastigotas presentes no corte
histologico, corroborando com os achados de Boechat et al. (2016) para o diagndstico de
L. infantum em amostras de epididimo processadas pela técnica de ISH.

A baixa concordancia entre as leituras das laminas processadas pela técnica de ISH pelos
dois observadores do presente estudo apontam uma limitacdo da técnica, cujos resultados de
sensibilidade dependem da experiéncia do observador. Esses resultados diferem dos achados
de Ferreira (2017), que relatou uma concordancia substancial ou quase perfeita entre trés
leitores apresentando diferentes graus de experiéncia para técnica de ISH usando sonda
genérica para Leishmania spp. no diagnostico de LTA em amostras de pele de humanos.
Além disso, os resultados de concordancia da ISH obtidos por Ferreira (2017) foram
superiores ao da imuno-histoquimica. A causa para os diferentes resultados de concordancia
interobservadores para técnica de ISH encontrados no presente estudo e no de Ferreira (2017)
pode ter sido o grau de variacdo entre as experiéncias dos observadores nos dois estudos.
Adicionalmente, no estudo de Ferreira (2017) pode ter havido um melhor desempenho da
sonda genérica para Leishmania spp. em comparacdo com a sonda especifica para L. infantum
usada no presente estudo, caracterizado por uma marcagdo das formas amastigotas com sinal
mais intenso e mais facilmente visivel para o observador na microscopia oOptica. Portanto, o
treinamento dos observadores seria uma medida fortemente recomendada para minimizar a
discrepancias entre os resultados das leituras das laminas processadas pela técnica de ISH no
protocolo utilizado.

Embora a populacdo estudada fosse representada somente por individuos com cultura
parasitologica positiva para L. infantum, as técnicas utilizadas ndo foram capazes de detectar
uma parcela dos casos. A ISH ndo detectou 42% dos casos, a gqPCR ndo detectou 23% dos
casos, enquanto que 17% dos casos ndao foram detectados por ambas as técnicas. Esses
resultados demonstram, que estas técnicas, mesmo que combinadas, demonstram falhas de
sensibilidade. Essa deficiéncia na detec¢do de casos positivos, tanto da ISH como da qPCR,
pode estar relacionada ao processo de fixacdo em formalina a 10% e emblocamento em
parafina. Reforcando essa hipotese, Campos et al. (2017) encontraram para técnica de gPCR

uma sensibilidade de 63,6% em amostras de pele FFEP e de 100% em amostras de pele
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congeladas para detec¢do de DNA de L. infantum em cées. Esses autores também verificaram
que a concentracdo de DNA extraido é significativamente menor na g°PCR em amostras de
pele FFEP do que em amostras de pele congeladas, o que interferiu na sensibilidade desta
técnica. De acordo com Maes et al. (2014), a fixacdo em formalina a 10% leva a formacéao de
ligagdes cruzadas de proteinas ao DNA, causando a sua modificacdo quimica. Neste processo
também ocorre a formacdo de ligagdes cruzadas entre proteinas que levam ao aprisionamento
e a fragmentacdo de DNA. O emblocamento em parafina também pode causar danos aos
acidos nucleicos. Essas alteracfes acima descritas nos acidos nucleicos em tecidos FFEP sdo
responsaveis pela menor quantidade de DNA extraido em compara¢do com as amostras
congeladas. Além disso, fragmentos menores de DNA, que tipicamente alcangam um
tamanho de 300 a 400 pares de bases sdo obtidos de tecidos FFEP (MAES et al., 2014).
Entretanto, esses danos provocados pela fixacdo em formalina tamponada a 10% e
emblocamento em parafina podem ser minimizados, melhorando a sensibilidade da ISH e
gPCR. A fixacdo da amostra em formalina tamponada por no maximo 36h e a utilizacdo de
parafina sintética de boa qualidade a uma temperatura de 60°C sdo medidas importantes para
diminuir o dano aos acidos nucleicos em amostras FFEP (MAES et al., 2014). Apesar da
interferéncia negativa na sensibilidade das técnicas de ISH e gPCR, as amostras FFPE
apresentam vantagens importantes em comparagao a amostras frescas ou congeladas. Dentre
essas vantagens esta a possibilidade do armazenamento sem refrigeracdo, o que facilita o seu
transporte e conservacdo em locais de pouca estrutura (LASKAY et al., 1995). Essas
caracteristicas favorecem o trabalho de campo em regides distantes, onde é escassa a
infraestrutura laboratorial. Adicionalmente, pela facilidade de coleta, armazenamento e
possibilidade de estudos retrospectivos, a amostra tecidual FFEP é frequentemente a Unica
enviada para diagnostico de L. infantum em cdes em nossa experiéncia de centro de referéncia
para o diagnostico de leishmanioses em animais.

Apesar da ISH e qPCR terem apresentado uma maior sensibilidade no diagndstico de
L. infantum em cées sem sinais clinicos em comparacdo com cdes doentes, no presente estudo
ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre esses resultados. Os maiores valores
de sensibilidade encontrados para ambas as técnicas em cdes sem sinais clinicos podem ser
explicados pelo fato desses cdes terem apresentado uma mediana de carga parasitaria de
L. infantum maior do que os cdes com sinais clinicos. Xavier et al. (2006) também néo
constataram diferenca significativa entre sensibilidade das técnicas avaliadas e sinais clinicos,
embora tenham também encontrado uma maior sensibilidade da PCR em amostras de pele de

caes FFEP sem sinais clinicos, diferentemente das técnicas histologicas. Queiroz et al. (2011)
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ndo observaram diferenga de sensibilidades da técnica de PCR em amostras de pele entre cées
com e sem sinais clinicos, porém encontrou maior sensibilidade em cdes com sinais clinicos
pelas técnicas histolégicas, apesar desses resultados ndo serem estatisticamente significantes.
A homogeneidade dos resultados da frequéncia de positividade pela técnica de qPCR entre
caes com sinais clinicos também foi observada por De Carvalho et al. (2018). Entretanto,
Furtado et al. (2015) constataram, em amostras de pele FFEP, que em cdes sem sinais clinicos
a frequéncia de deteccdo de formas amastigotas pela técnica de ISH usando a mesma sonda
especifica do presente estudo foi significativamente maior em cées com sinais clinicos (81%)
comparados aos sem sinais clinicos (47%). Considerados em conjunto, os resultados do
presente estudo e 0s dos autores acima citados demonstram que a técnica de PCR e ISH séao
capazes de identificar L. infantum em amostras de pele em cdes com auséncia de sinais
clinicos. Esses resultados demonstram a importancia da realizagdo dessas técnicas de
diagnostico como medidas de controle da doenga, uma vez que 0s cdes sem sinais clinicos
podem ser fonte de infeccdo para o vetor e sdo mais dificilmente diagnosticados pelos
métodos sorologicos usuais (DE CARVALHO et al., 2018).

As sensibilidades satisfatorias obtidas pela técnica de qPCR e ISH no presente estudo
em amostras de pele FFEP demonstraram que séo técnicas Uteis para o diagndstico da espécie
L. infantum em situacdes onde a realizacdo da cultura parasitologica € inviavel e a Unica
amostra bioldgica disponivel sdo tecidos FFEP. A realizacdo da cultura parasitologica esta
restrita a poucos centros de referéncia no Brasil e € comum a perda de amostras por
contaminacdo microbioldgica, sobretudo naquelas coletadas a campo e em regifes distantes
do local de realizagdo do exame (MENEZES et al., 2013). Nesse contexto, entre as duas
técnicas avaliadas no presente estudo, a qPCR se mostrou a mais indicada como alternativa a
cultura parasitoldgica, pela sua maior sensibilidade. A ISH € uma alternativa em casos onde a
gPCR ndo esta disponivel ou quando apresenta resultados inconclusivos pela presenca de
inibidores da reacdo na amostra, tais como hemoglobina (MAES et al., 2014). Entretanto, o
mais recomendado é a combinacdo das duas técnicas devido a propriedade da ISH em
identificar infeccdo ativa e permitir a visualizacdo das formas amastigotas de L. infantum nos
tecidos e a sua correlacdo com as lesdes teciduais encontradas, fato que nao é possivel pelo
qPCR (MAES et al., 2014; MENEZES et al., 2013; PALTRINIERI et al., 2016).
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7 CONCLUSOES

e Astécnicas de ISH e qPCR apresentaram sensibilidades satisfatorias no diagnostico da
infeccdo por L.infantum em amostras de pele de cées, inclusive naqueles com
auséncia de sinais clinicos, sendo a gPCR a técnica mais sensivel;

e A utilizacdo em conjunto das técnicas de ISH e gPCR aumenta a sensibilidade do
diagndstico de L. infantum na pele FFPE de cées e permite a identificacdo de infec¢des
ativas por esse parasito;

e A concordancia interobservadores pela técnica de ISH no diagndéstico da infec¢do por
L. infantum em pele FFEP de cées foi baixa, demonstrando que a sensibilidade dessa
técnica varia de acordo com a experiéncia do observador;

e ISH apresentou sensibilidade associada a carga parasitaria na pele e ndo foi capaz de
detectar formas amastigotas de L. infantum em amostras com carga parasitaria baixa
detectadas pela gPCR;

e A carga parasitaria e as sensibilidades da ISH e gPCR foram maiores nos cdes com

auséncia de sinais clinicos.
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