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RESUMO

ANTUNES, T.R. Comparacao entre diferentes técnicas de avaliagcdo de medula
O0ssea para o diagndéstico parasitolégico de leishmaniose visceral canina. 2016.
61p. Dissertacdo de Mestrado — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, Campo Grande, MS, Brasil, 2016.

O objetivo com este estudo foi comparar as técnicas de citologia aspirativa, biopsia e
citobloco para identificacdo e quantificacdo parasitolégica de Leishmania
(Leishmania) infantum chagasi em medula 6ssea de cédes. Amostras de tecido
medular de 26 animais, em diferentes estagios clinico-laboratorial da doenca, foram
estudadas obedecendo os mesmos critérios de investigacdo nas técnicas de
citologia aspirativa, biopsia e citobloco. O menor nimero de campos para a
confirmacéo parasitologica foi constatado no esfregaco direto obtido por citologia
aspirativa. O estagio clinico-laboratorial ndo influenciou no niamero de campos
necessarios para a primeira visualizacdo do agente em nenhuma das técnicas
(p>0,05) e menor intensidade parasitaria foi observada nas laminas de citobloco. As
técnicas de citologia aspirativa e biopsia concordaram na estimativa do coeficiente
de infectividade no tecido estudado (p<0,05). Apesar da técnica de citobloco permitir
a concentracdo de células e melhor reaproveitamento de amostras, ndo demonstrou
ser um método adequado para rapida identificacéo e quantificacdo parasitologica na
leishmaniose visceral canina. Considerando suas vantagens, a citologia aspirativa foi
o melhor método para deteccdo microscopica do parasito e determinacdo do nivel
de intensidade parasitaria no tecido estudado.

Palavras-chave: citologia aspirativa, biopsia, citobloco.



ABSTRACT

ANTUNES, T.R. Comparison between different techniques of bone marrow
evaluation for parasitological diagnosis of Canine Visceral Leishmaniasis.
2016. 61p. Master dissertation — Faculty of Veterinary Medicine and Animal
Science, Federal University of Mato Grosso do Sul, Campo Grande, MS, Brazil,
2016.

The aim of the present study was to compare the aspiration cytology, biopsy and cell
block techniques for identification and parasitological quantification of Leishmania
(Leishmania) infantum chagasi in dogs bone marrow. Bone marrow tissue samples
from 26 animals, in different clinical-laboratory stages of the disease, were studied
according to the same criteria of investigation in the aspiration cytology, biopsy and
cell block techniques. The lowest number of fields for the parasitological confirmation
was found in the direct smear obtained by aspiration cytology. The clinical-laboratory
stage did not influence the number of fields required for the first visualization of the
agent in any of the techniques (p>0.05) and less parasitic intensity was observed in
the cell block slides. The aspiration cytology and biopsy techniques agreed on the
estimation of infectivity coefficient in the tissue studied (p<0.05). Although the cell
block technique allows the concentration of cells and better reutilization of samples, it
has not been shown to be an adequate method for rapid identification and
parasitological quantification in canine visceral leishmaniasis. Considering its
advantages, aspiration cytology was the best method for microscopic detection of the
parasite and determination of the level of parasite intensity in the tissue studied.

Keywords: aspiration cytology, biopsy, cell block



SUMARIO
Pagina
1. INTRODUGAO. ...ttt ettt sttt ettt st e st eae s s eraesae e 11
2. REVISAO DE LITERATURA ...ttt 13
2.1. LeishmanioSe VISCEIAl......ccooiiiiiiiiiiiiiteee et 13
2.2. Técnicas de investigacao parasitoldégica na medula 6ssea................... 15
2.3. Comparacao de técnicas de investigacdo na medula 6ssea.................. 21
. OBUIETIVOS. ...ttt ettt e e e e e e e e e e e e e e e e s 24
3.1. ODJELIVO GEIal.. ...t 24
3.2. ObjetivoS ESPECITICOS. .uuiiiiiiiiiiiiii it 24
4. METODOLOGIA. ...ttt bbbttt e e e e e e e e e e e e e s e s e as 25
O N o 1= o8 (o E R =] Ao o 1= PP UR R ROPPPRRTTOTR 25
4.2. ANIMAIS ULIIZAOOS......coo i 25
4.3. Critérios de inClUSE0 € eXCIUSE0 ......ccuvvviiiiiiiiiiiiiieeee e 25
4.4. Confirmacdo diagnostica da leishmaniose visceral canina................... 25
4.5. INfOrmag0es ClINICAS........uuueiiiii i 26
4.6. EXames |aboratoriaiS.......oouvvviieiiiiiiiiiiiie e 26
4.7. Formacdo dos grupos clinico-laboratoriais..........cccccooiiiiiiiiiiiiiinneenn. 27
4.8. EULANASIA HOS CABS...oiiiiiiiiieie ittt ettt e e e e e e eeeee e 28
4.9. Colheita e processamento das amostras de medula éssea................... 28
4.10. ANAlISE daS |AMINGAS......cceeiiiiiiiiii e ee e 30
4.11. ANAlISES ESTaliSTICAS....cieeee i i i e 31
5. REFERENCIAS...... oottt ettt 32
I A 3 I [ J PP 41
0 AN ) 1 = 1 TP 53

7.1. Anexo 1 - Ficha para andlise CliniCa.........cccuveeiiiiiiiiiiie e 53



1. INTRODUCAO

A leishmaniose visceral (LV) é considerada uma das enfermidades
de maior importdncia para a saude publica. No Brasil, a Organizacéo
Mundial da Saude (2016) menciona uma taxa de letalidade de,
aproximadamente, 7%. Em areas endémicas, a elevada prevaléncia de
casos caninos associada a alta densidade do vetor tornaram 0s caes um
dos mais importantes elos na transmissdo do agente, notadamente aos
seres humanos (CAMARGO-NEVES et al., 2001).

A presenca de animais assintomaticos e a diversidade de
manifestacbes clinicas dificultam o diagndstico e o controle dessa
protozoonose (GONTIJO e MELO, 2004; SILVA et al.,, 2006; BRASIL,
2014). Diferentes metodologias de investigacdo séo aplicadas, entretanto,
nenhuma delas apresenta 100% de especificidade e sensibilidade
(FURLAN, 2010; SOLANO-GALLEGO et al., 2011; TLAMCANI, 2016). A
predilecdo desse parasito pelo sistema fagocitico mononuclear, a
persisténcia e o rapido acimulo de amastigotas na medula 6ssea fazem
com que a busca do agente, nesse tecido, seja considerada um dos meios
mais especificos para a confirmacédo da leishmaniose (COTTEREL et al.,
2000; KUMAR et al., 2007; NICOLATO et al.,, 2013). Além disso, a
guantificacdo das formas amastigotas na medula éssea é aceita como
marcador confiavel do estagio clinico-infeccioso do portador da
leishmaniose visceral canina (LVC) (REIS et al., 2006).

A obtencg&o da amostra por meio da aspiracéo do tecido medular e a
avaliacdo microscopica dos esfregacos diretos sdo consideradas de
grande utilidade para o diagnostico da doenca, especialmente, pela
praticidade, baixo custo e seguranca para o paciente (RASKIN e MESSIK,
2012, DEFARGES et al., 2013; MILLER e BAIN, 2015).

A biopsia de medula 0ssea € menos utilizada na obtencdo de
material medular, apesar de ser reconhecida como ferramenta de busca

por agentes de carater zoondtico e possuir poucas contraindicagées ou



complicacbes na aplicacdo da técnica (DIEBOLD et al., 2000; CURY,
2003; RILEY et al., 2004; GRINDEM et al., 2009; MILLER e BAIN, 2015).
Trabalhos que caracterizem o uso e a eficacia da biopsia de medula 6ssea
para o diagndstico da LV ainda sao insuficientes.

O citobloco (cell block) € uma alternativa para melhorar a concentracao de
células provenientes de amostras liquidas evitando, assim, a disperséo
celular e proporcionando o reaproveitamento do material aspirado do
tecido medular considerados, muitas vezes, inadequados para andlises
(CAKIR et al., 2014; ONG et al., 2015). A técnica da citoinclusdo ja foi
aplicada na busca de formas amastigotas de Leishmania, contudo, os
autores reconheceram a necessidade de novas investigacbes para
validacdo dos resultados (ABRANTES et al., 2016; MENEZES et al.,
2016).

O estudo de técnicas de diagnostico parasitolégico que possam
otimizar a deteccdo do agente da LVC na medula éssea e o
acompanhamento clinico-laboratorial, em diferentes estagios da doenca, é
de grande importancia.

Portanto, o objetivo com este estudo foi comparar as técnicas de
citologia aspirativa, biopsia e citobloco na identificacdo e quantificacédo
parasitolégica de Leishmania (Leishmania) infantum chagasi em amostras

de medula 6ssea de caes.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Leishmaniose Visceral

As leishmanioses abrangem um grupo de doencas parasitarias,
causadas por protozoarios da ordem Kinetoplastida, familia
Trypanosomatidae e género Leishmania (ALVAR et al., 2004). No novo
mundo, a transmisséo vetorial ao hospedeiro vertebrado ocorre durante
repasto sanguineo da fémea infectada de insetos do género Lutzomyia
(KILLICK- KENDRICK, 1990; LAISON e RANGEL, 2005).

A doenca é apontada como uma das principais enfermidades
negligenciadas de maior importancia para a salude publica e endémica nos
cinco continentes. A forma visceral € considerada a apresentacdo mais
grave da protozoonose, com letalidade em torno de 7% se nao tratada de
forma adequada e pode acometer diversas espécies, com destaque para
0s caninos e os seres humanos (GRAMICIA e GRADONI, 2005; OMS,
2016).

No Brasil, a leishmaniose foi descrita, inicialmente, como
enfermidade de areas rurais. O desequilibrio ambiental, provocado pela
urbanizacdo das populacbes, o aumento dos desmatamentos, as
condi¢cdes precarias de saneamento, a adaptacdo do vetor ao novo
ambiente e as dificuldades no controle da doenca em grandes centros séo
fatores que contribuiram para a disseminacdo do agente e a
caracterizacdo da doenca como grave problema de saude publica
(GONTIJO e MELO, 2004; BRASIL, 2014).

O aumento da incidéncia de LV humana em areas com alta
prevaléncia de leishmaniose visceral canina e alta densidade de Lutzomyia
longipalpis, tornaram o0s cdes um dos mais importantes elos na
transmissdo da Leishmania aos seres humanos (ASHFORD, 1996;
CAMARGO-NEVES et al., 2001; DANTAS-TORRES e BRANDAO-FILHO,
2006).
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Caes infectados podem apresentar diferentes manifestacdes
clinicas em consequéncia da resposta imunolégica e da interacdo do
parasito com o hospedeiro. Os sinais da doenca aparecem, em média,
apos 3-7 meses da inoculacdo do agente (SOLANO-GALEGO et al., 2011;
BRASIL, 2014). Contudo estima-se que, no Brasil, entre 40-60% dos caes
soropositivos sejam assintomaticos, portanto nao identificados, o que
dificulta o controle dessa zoonose (MANCIANTI et al., 1988; XAVIER et al.,
2006; BRASIL, 2014).

Animais assintomaticos sao considerados tdo competentes quanto
0s sintomaticos na infeccdo de flebotomineos e podem transmitir a
Leishmania a outros caninos e humanos (PALATNIK-DE-SOUZA et al.,
2001; LAURENTI et al., 2013). Em caes oligossintomaticos, a despeito da
presenca dos anticorpos, sao identificados poucos e inespecificos sinais
clinicos que, muitas vezes, dificulta a suspeita clinica (LAURENTI et al.,
2013).

Durante a infeccdo o microorganismo se dissemina por meio do
sistema vascular e linfatico para diversos 6rgdos, com predilecdo pelo
sistema fagocitico mononuclear, ocorrendo parasitismo persistente com
rapido acumulo de amastigotas na medula 6ssea (COTTEREL et al., 2000;
PENA et al., 2000; KUMAR et al., 2007; ALVES et al., 2010; NICOLATO et
al., 2013; RIGO et al.,, 2013; ROSA et al.,, 2014). Assim, 0 método
parasitolégico € o meio mais especifico para a deteccdo da doenca,
porém, é considerado de sensibilidade variavel, com o resultado
dependente da densidade parasitaria, do tipo de material biolégico
examinado e do numero de campos observados ao microscopio optico
(DANTAS-TORRES e BRANDAO-FILHO, 2006; GIUDICE e
PASSANTINO, 2011; SOLANO-GALEGO et al., 2011; BRASIL, 2014).

A investigagdo da LV também pode ser realizada por meio da
deteccdo de anticorpos seéricos usando os testes de imunofluorescéncia,
imunoenzimatico [ELISA (enzyme linked immunosorbent assay)] e

imunocromatografico. A sensibilidade e especificidade dessas técnicas
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variam de acordo com a fracdo antigénica utilizada por cada pesquisador
(TREVISAN et al., 2015). Outro método de investigacdo, atualmente mais
acessivel, baseia-se na amplificagdo do DNA do parasito mediante PCR
(Reacdo em Cadeia da Polimerase) que apresenta sensibilidade entre
70% e 100% quando aplicado em sangue periférico e proximo de 100%
guando em amostras de medula 6ssea (HASNAIN et al., 2016).

Embora varios pesquisadores investiguem diferentes metodologias,
até o momento, ndo foram desenvolvidos testes que apresentem 100% de
especificidade e sensibilidade para o diagnéstico da LV (FURLAN, 2010;
SOLANO-GALLEGO et al., 2011; TLAMCANI, 2016). Portanto, a
investigacdo de novos métodos de diagndstico e a associacdo de
diferentes técnicas é imprescindivel para que seja possivel melhorar a

eficicia da deteccao do parasito.

2.2. Técnicas de investigacao parasitoléogica na medula 6ssea

Atualmente, existem diferentes métodos de colheita e
processamento de amostras utilizadas para investigacao parasitolégica em
diversos tecidos.

A citologia aspirativa consiste em uma técnica simples, rapida,
barata e minimamente invasiva, amplamente utilizada no diagndstico de
enfermidades (LEVER et al., 1985; BRACARENSE e REIS, 1997; FIELD e
GEDDIE, 2016). Na medicina, tem sido empregada desde a metade do
século XIX, quando Kun a descreveu como um novo método para o
diagnostico de tumores. Em 1854, foi aplicada pela primeira vez para o
estudo de neoplasias mamarias (ANSARI e DERIAS,1997). Embora, a
principio, tenha sido utilizada para investigacao de neoplasias, desde 1904
também é reconhecida para o estudo de doencas infecciosas (SCHMITT,
1997; SHARKEY e WELLMAN, 2011; CLEMENT et al., 2015).

A partir da puncdo e aspiracdo, é possivel realizar a andlise
citologica de praticamente todos os tecidos. Na maioria dos casos, sem



16

necessidade de anestesia e com um minimo de desconforto ao paciente
(LEVER et al., 1985; ANSARI e DERIAS, 1997; BRACARENSE e REIS,
1997; SCHMITT, 1997).

Na medula éssea, 0 uso da técnica foi descrito pela primeira vez por
volta de 1920, quando pesquisadores demonstraram o valor da citologia
aspirativa na obtencdo de amostras e analise desse tecido (RILEY et al.,
2004).

A colheita e avaliacdo do conteudo aspirado do tecido medular é,
frequentemente, utilizado como método de investigagdo complementar no
diagnostico de anormalidades hematoldgicas e, além disso, reconhecida
como importante ferramenta na busca de agentes infecciosos, metastases
e acompanhamento da progresséo de doencas ou respostas a tratamentos
(GRINDEM et al., 2009; TOI et al., 2010; RASKIN e MESSIK, 2012).

Especialmente nos casos de LV, a avaliacdo microscépica dos
esfregacos diretos confeccionados a partir da aspiracéo de tecido medular
€ considerada de grande utilidade para diagnéstico (MILLER e BAIN,
2015). A praticidade e custo associados ao curto tempo para obtencéo do
resultado fazem com que seja utilizada na investigacao clinica frente a
suspeita da doenca, especialmente em humanos (RASKIN e MESSIK,
2012; BRASIL, 2014). Por ser um método parasitolégico, apresenta alta
especificidade, entretanto sua sensibilidade é variavel, uma vez que
depende da intensidade parasitaria no tecido medular e do nimero de
campos observados ao microscopio (SARIDOMICHELAKIS et al., 2005;
GIUDICE e PASSANTINO, 2011; BRASIL, 2014). O uso da associacao
com técnicas que promovam a concentragéo celular, realizacdo de cultura
ou a aplicacdo de imunocitoquimica no esfregago direto pode ser
recomendada para aumentar a sensibilidade e, assim, melhorar a sua
capacidade diagnostica (SOLANO-GALLEGO et al., 2011; GEORGIADOU
et al., 2015; MILLER e BAIN, 2015).

Na medicina veterinaria, a citologia aspirativa dos linfonodos

periféricos &, preferencialmente, utilizada na investigacdo parasitoldgica da
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LVC. Contudo alguns autores atribuiram menor sensibilidade a este tecido,
principalmente, em cées assintomaticos ou em fase inicial de infeccao,
devido ao baixo parasitismo e dificuldade de colheita na auséncia de
hiperplasia linfoide (SOLANO-GALLEGO et al., 2011; GEORGIADOU et
al., 2015). Ja as caracteristicas de promover parasitismo persistente e 0
rapido acumulo de amastigotas da medula 6ssea fazem do tecido um local
ideal para avaliacao citologica a fim de diagnosticar e monitorar a doenca,
por isso, recomendado pelo Ministério da Saude diante da suspeita clinica
de (COTTERELL et al.,, 2000; BRASIL, 2014). A andlise do material
também fornece informacdes valiosas para a determinacdo do estagio
clinico-infeccioso do paciente, permitindo o estadiamento, o progndstico da
progressado da doenca e a avaliacao de eficacia, no caso de realizagcédo de
tratamento (REIS et al., 2006; BRASIL, 2014).

Somado a isso, a citologia aspirativa da medula Ossea é
considerada mais segura que os aspirados esplénicos, com risco minimo
de ocorréncia de hemorragias, mesmo em pacientes gravemente
trombocitopénicos (TOI et al.,, 2010; DEFARGES et al., 2013; BRASIL,
2014). Na medicina veterinaria, apesar destas vantagens, devido ao receio
de submeter o paciente a um procedimento invasivo associado a falta de
treinamento, a técnica de aspiracdo do tecido medular ainda € pouco
utilizada na rotina diagnostica (PAPARCONE et al., 2013).

A biopsia é um método que consiste na retirada mecanica de
amostra tecidual a ser processada para avaliacdo microscopica (FEITOSA,
2004). A técnica pode ser aplicada em diferentes tecidos, pois permite o
estudo da arquitetura celular e a aplicagdo de coloracdes especiais
(ZACHARY e McGAVIN, 2013). Sensibilidade, especificidade e acuracia
foram reconhecidas em diversos estudos com seres humanos e animais
(BERZINA et al., 2008; BUKHARI e AKHTAR, 2009; WASHABAU et al.,
2010; KOZIKOWSKI et al., 2015).

A andlise de fragmento da medula 6ssea foi, inicialmente, relatada
em 1903, quando um pesquisador colheu amostra do canal medular para



18

diagnostico (PARAPIA, 2007). Embora decorridos mais de um século, a
técnica continua aceita como importante exame complementar de
diagndstico na rotina clinica (CURY, 2003).

A biopsia de medula 6ssea é fundamental para determinagéo
fidedigna da celularidade, da avaliacdo da estrutura tecidual e da
identificacdo de condicbes especificas, tais como: mielofibrose,
mieloesclerose, lesdes neoplasicas focais ou metastaticas (BAIN, 2001;
CURY, 2003; RILEY et al., 2004; GRINDEM et al., 2009; TOI et al., 2010).
Somam-se a isso as poucas contraindicagdes e complicagdes na aplicacéo
da técnica. A contencao, sedacdo e anestesia geralmente oferecem mais
riscos do que o procedimento em si, podendo ser realizado inclusive em
pacientes com doencas hemorragicas. A chance de contaminacao
iatrogénica é minima quando a antissepsia € devidamente realizada
(CURY, 2003; RILEY et al., 2004; GRINDEM et al., 2009).

Apesar de menos indicada para investigacdo de enfermidades
infecciosas (MILLER e BAIN, 2015), a biopsia de medula Ossea
desempenhou um papel importante na identificacdo de bactérias, fungos e
protozoarios em pacientes com febre de origem desconhecida (DIEBOLD
et al., 2000). A visualizacdo de formas amastigotas de Leishmania em
laminas histopatoldgicas é altamente especifica para confirmagdo de um
quadro de LV, contudo é imprescindivel a experiéncia do patologista na
diferenciagdo com outros micro-organismos (BAIN et al., 2008).

Estudo retrospectivo em laminas histopatolégicas de medula 6ssea
de 249 criangas encontrou confusdo diagnostica entre LV e tuberculose
devido a presenca de granulomas e fundamentou a causa de 6bito por LV
em nove individuos, tratados apenas com medicamentos anti-tuberculose
(KUMAR et al., 2007). Grande quantidade de formas amastigotas de
Leishmania foram observadas em biopsia medular de pacientes sem
resposta ao tratamento para malaria (SAJID e QURESHI, 2011). Bibas e

Del Nonno (2011) mencionam um quadro de recidiva de LV em paciente
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com sindrome da imunodeficiéncia adquirida diagnosticada por meio da
avaliacao histopatologica do tecido medular.

Trabalhos que caracterizam o uso e a eficacia da biopsia de medula
Ossea para o diagnostico e definicdo de alteracBes morfoldgicas do tecido
medular na LV sao insuficientes. Pesquisadores admitem a escassez de
dados e reconhecem que lesdes semelhantes podem surgir de diferentes
agentes patoldgicos e a doenca pode causar varias alteracdes que
precisam ser melhor esclarecidas (DIEBOLD et al., 2000; MILLER e BAIN,
2015).

Citobloco (cell block) ou citoinclusdo é uma técnica que permite a
concentracdo de células provenientes de amostras liquidas ou
reaproveitamento de material coagulado evitando a dispersao celular
(CAKIR et al., 2014; ONG et al.,, 2015). Sua principal vantagem é a
preservacdo da arquitetura tecidual. A inclusdo em parafina otimiza as
amostras citolégicas e a confeccdo de varias laminas histolégicas
(FERNANDES et al., 2015; ONG et al., 2015; ABRANTES et al., 2016).

A técnica foi inicialmente descrita por Bahrenburg (1896) e, a
principio, aplicada para analise de fluidos pleurais e peritoneais, lavagens
brénquicas e aproveitamento de amostras liquidas obtidas por meio de
puncéo aspirativa por agulha fina (PAAF) (ZANONI et al., 2012; CAKIR et
al., 2014). A partir de entdo, vem sendo empregada para a investigacao de
diferentes enfermidades (MANSY, 2004; COLLINS et al., 2012; KASE et
al., 2016, UNIYA et al., 2016).

A utilizacdo do citobloco para avaliacdo do tecido medular é mais
recente e reconhecida como importante alternativa no aproveitamento de
material aspirado da medula 6ssea, mesmo em amostras consideradas
inadequadas para as analises de rotina. A técnica possibilita a aplicacdo
de diferentes coloragcdes e marcadores imunolégicos no tecido (ONG et al.,
2015; ABRANTES et al., 2016).

Uma das primeiras aplicacées do citobloco utilizando amostra de
medula Ossea foi realizada por Dee et al. (1976), que confirmaram a
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eficacia da técnica na identificacdo do envolvimento desse tecido em
pacientes humanos com linfoma quando comparado ao exame de
fragmentos de biopsia, tradicionalmente utilizado. Pesquisadores também
reconheceram a efichcia do uso do citobloco na investigacdo de
neoplasias hematopoiéticas, metastases, tuberculose extrapulmonar e
invasdo por agentes nematoides no tecido medular (UNIYA et al. 2012;
SANTOSH et al., 2015; SANTOSH et al., 2016).

Na medicina veterinéria, a eficiéncia da técnica também vem sendo
reconhecida. Paiva et al. (2014) testaram protocolos para confecgcéo de
citoblocos em amostras provenientes de capa leucocitaria e de medula
0ssea de caes e autenticaram o baixo custo e a reprodutividade do método
como complemento ao diagnéstico. A associacdo do citobloco e
imunohistoquimica (IHQ) demonstrou ser util para a identificacdo de
micrometastases medular de carcinoma em cdes e gatos, entretanto os
autores alertaram a necessidade de novas avaliagbes com maior namero
de pacientes (TAYLOR et al., 2012).

Ong et al. (2015) destacaram a importéancia do reaproveitamento de
material por meio da utilizacdo da citoinclusdo, especialmente diante de
fragmento e aspirado do tecido medular considerados inadequados para
analise. Os autores também salientaram a possibilidade do uso da técnica
associada a outros métodos diagndsticos complementares.

Na LV, o emprego do citobloco para o diagndstico ainda € escasso.
Abrantes et al. (2016) e Menezes et al. (2016) confirmaram um aumento
na sensibilidade do exame quando a citoinclusdo foi comparada com os
outros métodos parasitologicos empregados. Supostamente, a formacgao
de uma camada de leucdcitos parasitados com as amastigotas apés a
centrifugacéo facilitou a observacdo do agente. Destaca-se, entretanto,
gue em ambos os trabalhos os pesquisadores associaram a técnica de
IHQ, raramente utilizada na rotina clinica, e admitiram a necessidade de

novas investigacoes para validacdo do método.
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2.3. Comparacao de técnicas de investigacdo na medula 6ssea

A escolha do melhor método para investigacdo de doenca aprimora
a capacidade diagnostica. Por esse motivo, varios pesquisadores
procuram comparar diferentes técnicas de avaliacdo tecidual em busca da
melhor alternativa para o reconhecimento da causa das enfermidades.

A comparacdo entre citologia por aspiracdo e biopsia, utilizando o
tecido medular, foi investigada em diferentes situagdes. Material medular
obtido por biopsia mostrou-se mais sensivel para a confirmacéo de linfoma
em pacientes humanos, embora a citologia aspirativa tenha conseguido
diferenciar células neoplasicas de ndo neoplésica nestes individuos (DEE
et al.,, 1976). A mesma observacao foi feita por Gupta et al (2008) que
investigaram pacientes com pirexia de origem desconhecida e constataram
gue a biopsia assegurou a conclusdo de 70% dos casos, contra apenas
16,5% quando somente a citologia aspirativa foi utilizada. Na busca por
metastase de tumores sélidos na medula éssea, a biopsia foi o Unico
método capaz de confirmar o diagnéstico em 100% dos casos estudados
(CHANDRA e CHANDRA, 2011).

A possibilidade de associacdo com a técnica de IHQ também é
reconhecida como uma das vantagens da utilizacdo das amostras
processadas para histopatologia, principalmente diante de poucas células
suspeitas. Essa combinacdo pode aumentar a precisdo do diagndstico,
desmascarando padrdes e morfologias obscuras (GOYAL et al., 2014).

A citologia aspirativa foi reconhecida como mais sensivel na
deteccdo de anemias de origem nutricional e boa correlagdo com a biopsia
em pacientes pancitopénicos (MAHAJAN et al., 2013; SINDHU et al.,
2016). Pandya et al (2012) reconheceram que 70% dos casos investigados
por eles foram diagnosticados somente com material obtido pela citologia
aspirativa.

Estudos que compararam a biopsia a citologia da medula éssea
para investigacdo de agentes infecciosos, especialmente a leishmania, séo
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escassos ou com um numero muito reduzido de individuos (BASKOTA et
al., 2015). Nestes casos, 0 uso da citologia aspirativa € mais habitual e a
biopsia € empregada apenas para a busca de alteracdes celulares que
indiquem a presenca de infec¢cdo (MILLER e BAIN, 2015). Apesar disso,
varios pesquisadores concordam que a decisdo pela biopsia ou aspiracao
da medula 6ssea depende da situacdo clinica e que os procedimentos
aplicados simultaneamente sdo complementares e aumentam a acuracia
diagndstica (TOI et al., 2010; CHANDRA e CHANDRA, 2011; PANDYA et
al., 2012; METIKURKE et al.,, 2013; PARAJULI e TULADHAR, 2014;
MANJU et al., 2016; SINDHU et al., 2016).

A técnica do citobloco é reconhecida como uma importante
alternativa na rotina citolégica de investigagdo em material liquido. A
concentracdo celular e a obtencdo de varias laminas histoldgicas, que
possibilita a aplicacdo de diferentes técnicas de coloracdo, amplia a
capacidade diagnéstica nestes materiais (ZANONI et al., 2012).

Em seres humanos o citobloco demonstrou mais acuracia e
sensibilidade que o esfregaco direto no diagnéstico de diferentes amostras
teciduais obtidas por aspiracdo por agulha fina guiada por ultrasom. Os
pesquisadores também atestaram maior facilidade em diferenciar
condi¢cdes malignas de benignas quando o citobloco foi aplicado (NODA et
al., 2010).

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

A utilizacdo do citobloco na concentracdo de células medulares para
a busca de formas amastigotas de leishmania é recente e merece mais
investigagbes. Até o momento, a aplicagdo da técnica tem demonstrado
melhorar a sensibilidade do exame parasitolégico quando associada a
marcacao IHQ (FERNANDES et al., 2015; ABRANTES et al., 2016).
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A combinacao da citologia aspirativa e citobloco de medula 6ssea é
considerada vantajosa jA que permite estudar simultaneamente a
citomorfologia e o arranjo celular na auséncia de biopsia tecidual (UNIYA
et al., 2016).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Comparar a citologia aspirativa, biopsia e citobloco para
investigacdo diagnostica e quantificacdo parasitaria de Leishmania
(Leishmania) infantum chagasi na medula Ossea de cées infectados

naturalmente.

3.2. Objetivos Especificos

v' Determinar o niumero de campos microscépicos necessarios, em
cada técnica, para identificacdo da primeira forma amastigota de
Leishmania (Leishmania) infantum chagasi em amostras de medula
ossea.

v’ Comparar as trés técnicas para determinacdo da intensidade

parasitaria em tecido medular de cdes com leishmaniose visceral.
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4. METODOLOGIA

4.1. Aspectos éticos

O presente trabalho foi submetido & Comissdo de Etica no Uso de
Animais da Fundacdo Universidade Federal de Mato Grosso do Sul
(CEUA/UFMS) sob o protocolo de numero 669/2015 (Anexo 1).

4.2. Animais utilizados

Foram estudados 26 caes com leishmaniose visceral, atendidos em

um hospital escola de Campo Grande — MS.

4 3. Critérios de inclusédo e exclusao

Como critério de inclusdo foram selecionados cées
parasitologicamente positivos para leishmaniose visceral no exame
citolégico de linfonodo, independente de sexo, raca, idade e peso corporal.

Animais coinfectados com Ehrlichia sp., Anaplasma sp., Babesia
sp., Hepatozoon sp. e/ou Mycoplasma sp., identificados por meio de PCR,
foram excluidos do estudo. Os caes foram considerados negativos para a
infeccdo por Trypanosoma cruzi e Dirofilaria immitis visto que Campo

Grande € area ndo endémica para estes agentes.
4.4. Confirmagéo diagnostica da leishmaniose visceral canina
O exame parasitolégico por puncdo aspirativa por agulha fina

(PAAF) dos linfonodos foi realizado para confirmacdo da presenca de

formas amastigotas. As laminas foram fixadas em metanol, coradas pela
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técnica de coloracdo rapida’ com corante do tipo Romanowsky e
analisadas em microscopia de luz com objetiva de imersao (100x).

A Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), realizada conforme o
protocolo descrito por Cortes et al. (2004), confirmou a presenca do agente

no tecido medular e identificacdo da espécie.

4.5. Informacdes clinicas

As informagfes clinicas foram obtidas por meio da anamnese e
exame fisico criterioso dos cées, seguindo o protocolo para colheita de

informacdes (Anexo 1).

4.6. Exames laboratoriais

Para realizacdo dos exames laboratoriais foram colhidos
aproximadamente 10 mL de sangue por puncado da veia cefalica ou jugular,
posteriormente acondicionado em tubos estéreis contendo anticoagulante
EDTA (acido etilenodiaminotetracético) e ativador de coagulo, para
realizacdo de hemogramas e analises bioquimicas, respectivamente. As
amostras de soro, obtidas apos centrifugacdo a 5.000 rpm por 5 minutos,
foram armazenadas a -80°C até a realizacdo dos ensaios. Cistocentese
para colheita de urina foi efetuada, com processamento imediato do
material.

As informacgBes hematoldgicas foram obtidas por impedancia em
aparelho automético>. O diferencial leucocitario, pesquisa de
hemoparasitas e analise morfolégica foram realizados a partir da leitura de
esfregacos sanguineos fixados em metanol corados pelo método de
coloracdo rapida’. Os resultados foram comparados aos valores de

normalidade descritos por Weiss e Wardrop (2010).
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As mensuracdes das concentracdes de creatinina urinaria e séricas
de albumina, alaninaminotransferase (ALT), aspartatoaminotransferase
(AST), calcio total, creatina quinase fracdo MB (CK-MB), colesterol total
(CHO), creatinina, fosfatase alcalina (FA), fosforo, gama glutariltransferase
(GGT), glicose (GLU), proteinas totais (PT), triglicerideos (TRIG) e ureia
foram realizadas em analisador automatico®. Os valores de proteina e
GGT urinérias foram determinados a partir de aparelho semiautomatico®.
Todas as andlises bioquimicas seguiram as instru¢ées e metodologias dos
fabricantes dos kits reagentes. Os valores de célcio idnico, globulinas,
razao albumina:globulinas (A:G) e razdo proteina:creatinina urinaria (P,/Cy)
foram obtidas por meio de calculo matematico. Os resultados das
concentragbes séricas e urinarias foram comparados aos valores de
normalidade utilizados como referéncia estabelecidos por Kaneko et al.
(2008) e pela IRIS — International Renal Interest Society (2015).

4.7. Formacdao dos grupos clinico-laboratoriais

Os animais foram agrupados, de acordo com 0s sinais clinicos e
dados laboratoriais, utilizando-se adaptacédo da classificacao realizada por
Solano-Gallego et al. (2011), em: estadio 1 ou doenca leve (sinais clinicos
leves, como linfadenomegalia periférica ou dermatite papular com
auséncia de alteracbes laboratoriais); estadio 2 ou doenca moderada
(sinais clinicos do estadio 1, além de lesdes cutaneas simétricas ou
difusas, onicogrifose, anorexia, perda de peso, febre e epistaxe associadas
a alteracbes laboratoriais, como anemia, hiperglobulinemia e
hipoalbuminemia, entre outros, e perfil renal normal); estadio 3 ou doenca
grave (alteragdes laboratoriais e sinais clinicos dos estadios 1 e 2, além de

sinais provenientes de lesdes por imunocomplexos, tromboembolismo
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pulmonar, sindrome nefrotica, doenca renal cronica por estadiamento da

IRIS ou fim de doenca renal).

4.8. Eutanasia dos caes

Os cées identificados como positivos, apdés 0s procedimentos
ambulatoriais e consentimento livre e esclarecido dos proprietarios, foram
eutanasiados de acordo com a Resolucdo 714/2002 do Conselho Federal
de Medicina Veterinaria, obedecendo a Portaria Interministerial ndmero
1.426 de 11 de julho de 2008 que dispde sobre as normas técnicas para o

combate as leishmanioses no Pais.

4.9. Colheita e processamento das amostras de medula 6ssea

A colheita do material para a avaliacdo da medula éssea foi
realizada imediatamente apés a eutanasia. Em todos os caes, as amostras
foram obtidas de acordo com o preconizado por Grindem et al. (2009).

Os animais foram posicionados em decubito lateral direito para
puncdo do umero proximal com o auxilio de agulha pediatrica do tipo
Jamshidi®. Tricotomia com margem ampla e antissepsia foram realizadas
antes do procedimento, bem como protec¢édo do local com panos de campo
para evitar contaminagdo. Uma pequena incisdo com lamina de bisturi
estéril foi realizada no sitio de coleta para facilitar a passagem da agulha.

Para citologia aspirativa, o membro toracico esquerdo foi
estabilizado e a agulha inserida na superficie craniolateral do Uumero
proximal, distal ao tubérculo maior, evitando a cartilagem articular, por
meio de utilizacdo de movimentos rotatorios para facilitar a penetracdo no
0sso. Quando a cavidade medular foi alcangada, detectado pela firme
fixacdo da agulha, o madril foi removido e seringa de 20 mL contendo 0,3

mL de EDTA a 2%, para evitar a coagulagdo da amostra, foi conectada a

® Canula para biopsia de medula éssea - Biomedical®



29

agulha. Em seguida, aplicou-se forte pressdo negativa puxando o émbolo
rapidamente e o maximo possivel. Apés a aspiracdo de 2mL de tecido
medular, encerrou-se a aplicacdo da pressdo negativa, desacoplou-se a
seringa e o mandril foi novamente posicionado na agulha para evitar a
contaminacdo do o0sso. Homogeneizacdo, por inversdo, do material
aspirado com o anticoagulante foi realizada.

Apods a colheita, 1 mL do aspirado medular foi expelido em laminas
dispostas verticalmente sobre uma placa de petri, em angulo de 45° a 75°.
Em seguida, a extensao (“squash”) foi realizada a partir do posicionamento
de outra lamina perpendicularmente sobre os grumos de medula aderidos.
As duas laminas foram gentilmente deslizadas e separadas em plano
horizontal, dispersando os grumos. Os esfregagcos foram fixados com
metanol e corados pelo método de coloracéo réapida’.

O material aspirado resultante foi distribuido em dois microtubos tipo
eppendorf, cada um contendo 0,5 mL de amostra, sendo destinados para
realizacdo do PCR e confec¢éo do citobloco. Para o teste molecular, um
microtubo foi armazenado a -80°C até o processamento da amostra. Para
a confeccédo do citobloco, apés centrifugacdo a 3.000 rpm por 5 minutos e
retirada do sobrenadante, solu¢do de formalina neutra tamponada a 10%
foi adicionada ao segundo microtubo para fixacdo do material durante 24
horas.

Para a colheita do fragmento de biopsia, o mandril foi novamente
retirado da agulha e a empunhadura anatémica sem mandril acoplada.
Realizou-se moderada pressdo, com rotacdo da agulha em movimentos
alternados em sentido horario e anti-horario, seguindo o eixo paralelo do
0SS0, padronizando-se 1,5 cm de tamanho por meio de controle da
profundidade de insercédo da agulha. Em seguida, removeu-se a agulha do
animal e, com auxilio do mandril, o fragmento tecidual foi retirado de
dentro da agulha, empurrando-o em sentido contrario (da ponta em direcéo
a regido de conexao), para evitar esmagamento. Rolamento sobre laminas

de microscopia da por¢cdo tecidual medular extraida foi realizada para
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rapida confirmacao da qualidade da amostra de biopsia obtida. As laminas
de imprinting foram fixadas e coradas pelo mesmo método descrito para 0s
esfregacos diretos. O fragmento de biopsia foi mantido durante 24 horas
em tubo contendo solugdo de formalina neutra tamponada a 10% para
fixacao.

Apos o periodo de fixacdo, confeccionou-se o citobloco pelo método
do gel de agarose (adaptado de Grefte et al.,, 2008). O microtubo foi
submetido a centrifugacdo a 3.000 rpm por 5 minutos para retirada do
sobrenadante, contendo o excesso de material fixador e obtencdo do
codgulo de amostra da medula. Adicionou-se gel de agarose a 3%
aquecido e o tubo foi novamente centrifugado a 3.000 rpm por 5 minutos
para promover homogeneizacéo e garantir completa aderéncia do gel ao
coagulo. Para rapida solidificacdo, apés a centrifugacdo o microtubo foi
mantido em temperatura de refrigeracéo (4° a 8° C) entre 15 e 20 minutos.
O citobloco foi retirado do eppendorf com auxilio de espatula e o excesso
de agar removido por meio do corte com lamina de bisturi estéril.

O citobloco em gel agarose e o fragmento de biopsia ja fixado por
24 horas foram colocados em cassetes histopatoldgicos e submetidos em
processador automatico de tecidos®. Apds a inclusdo em parafina, os
materiais foram seccionados a 3um de espessura e corados com

hematoxilina e eosina (HE).
4.10. Andlise das laminas

Os mesmos critérios foram obedecidos na avaliagdo das laminas
obtidas a partir das técnicas de citologia aspirativa, de biopsia e de
citobloco. A analise foi realizada em microscopico 6ptico com campo de
grande aumento (cga) em objetiva de imersdo (100x). A intensidade
parasitaria das amostras foi classificada de acordo com a adaptacdo do

protocolo descrito por Chulay e Bryceson (1983) (Tab.1).
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Tabela 1. Metodologia para classificacdo, em escores, do nivel de
intensidade parasitaria de Leishmania (L.) infantum chagasi em amostras
de medula 6ssea de caes.

Escore Numgro de Numero gle campos
amastigotas examinados*

Grau zero Ausentes 1.000

Grau 1+ 1-10 501 - 1.000

Grau 2+ 1-10 101 - 500

Grau 3+ 1-10 11-100

Grau 4+ 1-10 2-10

Grau 5+ 1-10 1

Grau 6+ >10- 100 1

Grau 7+ > 100 1

*QObjetiva de imersao (100x).

4.11. Anélises estatisticas

O numero de campos examinados para deteccdo da primeira forma
amastigota do agente foi comparado entre as técnicas com o teste de
Friedman. Para avaliar a concordancia entre os métodos aplicou-se o
indice Kappa (k) simples baseado nos critérios de Landis e Koch (1977). A
comparacdo entre o0s grupos clinico-laboratoriais nas trés técnicas
estudas, em relacdo ao niumero de campos percorridos para a primeira
observacéo do agente, foi realizada com o teste de Kruskal-Wallis seguido
pelo teste Dunn, quando necessario. O teste de Friedman foi utilizado para
comparar, entre as técnicas, os graus de intensidade parasitaria. Para
todas as analises, as diferencas foram consideradas significativas quando
p<0,05.
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RESUMO
O objetivo com este estudo foi comparar as técnicas de citologia aspirativa, biopsia e
citobloco para identificacdo e quantificacdo parasitoldgica de Leishmania (Leishmania)
infantum chagasi em medula 6ssea de cdes. Amostras de tecido medular de 26 animais,
em diferentes estagios clinico-laboratorial da doenga, foram estudadas obedecendo 0s
mesmos critérios de investigacdo nas técnicas de citologia aspirativa, biopsia e
citobloco. O menor nimero de campos para a confirmagéo parasitoldgica foi constatado
no esfregaco direto obtido por citologia aspirativa. O estagio clinico-laboratorial nao
influenciou no nimero de campos necessarios para a primeira visualizacdo do agente
em nenhuma das técnicas (p>0,05) e menor intensidade parasitaria foi observada nas
laminas de citobloco. As técnicas de citologia aspirativa e biopsia concordaram na
estimativa do coeficiente de infectividade no tecido estudado (p<0,05). Apesar da
técnica de citobloco permitir a concentracdo de células e melhor reaproveitamento de
amostras, ndo demonstrou ser um método adequado para rapida identificacdo e

quantificacdo parasitologica na leishmaniose visceral canina. Considerando suas
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vantagens, a citologia aspirativa foi o melhor método para detec¢do microscépica do
parasito e determinacgéo do nivel de intensidade parasitéaria no tecido estudado.

Palavras-chave: cdo, diagnostico parasitoldgico, Leishmania

ABSTRACT

The aim of the present study was to compare the aspiration cytology, biopsy and cell
block techniques for identification and parasitological quantification of Leishmania
(Leishmania) infantum chagasi in dogs bone marrow. Bone marrow tissue samples from
26 animals, in different clinical-laboratory stages of the disease, were studied
according to the same criteria of investigation in the aspiration cytology, biopsy and
cell block techniques. The lowest number of fields for the parasitological confirmation
was found in the direct smear obtained by aspiration cytology. The clinical-laboratory
stage did not influence the number of fields required for the first visualization of the
agent in any of the techniques (p>0.05) and less parasitic intensity was observed in the
cell block slides. The aspiration cytology and biopsy techniques agreed on the
estimation of infectivity coefficient in the tissue studied (p<0.05). Although the cell
block technique allows the concentration of cells and better reutilization of samples, it
has not been shown to be an adequate method for rapid identification and
parasitological quantification in canine visceral leishmaniasis. Considering its
advantages, aspiration cytology was the best method for microscopic detection of the
parasite and determination of the level of parasite intensity in the tissue studied.

Keywords: dog, parasitological diagnosis, Leishmania

INTRODUCAO

A leishmaniose visceral (LV) é uma doenca endémica, causada por protozoarios do
género Leishmania, que acomete mamiferos, inclusive 0 homem. Sua epidemiologia é
complexa, com variagfes tanto no ciclo de transmissdo como nos hospedeiros
reservatorios, vetores e manifestagdes clinicas. Diferentes espécies de Leishmania
circulam em uma mesma area geografica e a Leishmania (Leishmania) infantum
chagasi ¢é considerada o principal agente da LV no Brasil, destacando-se 0s caninos
domeésticos como reservatorios urbanos da enfermidade (Solano-Gallego et al., 2011;
Brasil, 2014).
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Devido a inespecificidade dos sinais clinicos da doenca, tanto nos seres humanos quanto
nos animais, o diagnéstico da LV constitui muitas vezes um desafio (Gontijo e Melo,
2004; Silva et al., 2006; Brasil, 2014). O método parasitologico ainda é o meio mais
especifico para a deteccdo do agente, porém de sensibilidade varidvel uma vez que
depende da intensidade parasitaria, do tipo de material bioldgico examinado e do
namero de campos observados ao microscopio (Giudice e Passantino, 2011; Solano-
Gallego et al., 2011; Brasil, 2014).

A avaliacdo do tecido medular pode ser considerada ideal para a busca do agente e
monitoramento do tratamento. Estudo demonstrou que a medula dssea apresenta
parasitismo persistente e sofre rdpido acumulo de amastigotas (Cotterell et al., 2000),
além de ser um sitio de colheita mais seguro por oferecer menor risco de ocorréncia de
hemorragias quando comparado a aspiracao esplénica (Brasil, 2014; Georgiadou et al.,
2015).

Apesar de apresentar alta especificidade, a analise parasitologica € exaustiva e
demorada. A avaliacdo de 1.000 campos, em objetiva de grande aumento, de amostras
obtidas por meio de aspiracdo esplénica foi descrita por Chulay e Bryceson (1983) e tem
sido aplicada até hoje (Ciaramella et al., 1997; Cardoso, 2010; Salam et al., 2012;
Sundar et al., 2015). Assim, a investigacdo de métodos que possam otimizar a deteccéo
e acompanhamento clinico-laboratorial, utilizando o tecido medular, em diferentes
estagios da LVC é de grande importancia.

Portanto, o objetivo com este estudo foi comparar as técnicas de citologia aspirativa,
biopsia e citobloco para identificacdo e quantificacdo parasitologica de Leishmania

(Leishmania) infantum chagasi em amostras de medula ¢ssea de cées.

MATERIAL E METODOS
O estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Fundacio
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (CEUA/UFMS) sob o protocolo de
namero 669/2015.
Foram utilizados 26 cédes sem restricdo de sexo, racga, idade e peso corporal, que
apresentaram formas amastigotas de Leishmania sp. no exame parasitologico de

linfonodo. A Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), realizada conforme o protocolo
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descrito por Cortes et al. (2004), confirmou a presenca e identificagdo da espécie
Leishmania (L.) infantum chagasi no tecido medular.

A partir da avaliacdo dos sinais clinicos e dados laboratoriais 0s animais foram
agrupados, utilizando-se adaptacédo da classificacdo de Solano-Gallego et al. (2011) em:
estagio 1 ou doenca leve (sinais clinicos leves, como linfadenomegalia periférica ou
dermatite papular com auséncia de alteracGes laboratoriais); estdgio 2 ou doenca
moderada (sinais clinicos do estagio 1, além de lesdes cutaneas simétricas ou difusas,
onicogrifose, anorexia, perda de peso, febre e epistaxe associadas a alteracdes
laboratoriais, como anemia, hiperglobulinemia e hipoalbuminemia, entre outros, e perfil
renal normal); estagio 3 ou doenca grave (alteracdes laboratoriais e sinais clinicos dos
estdgios 1 e 2, além de sinais provenientes de lesdes por imunocomplexos,
tromboembolismo pulmonar, sindrome nefrética e doenca renal cronica por
estadiamento do IRIS - International Renal Interest Society).

Obedecendo a Portaria Interministerial nimero 1.426 de 11 de julho de 2008 que dispde
sobre as normas técnicas para o combate as leishmanioses no pais e apos consentimento
livre e esclarecido dos proprietarios, os animais foram eutanasiados de acordo com a
Resolucdo 714/2002 do Conselho Federal de Medicina Veterinaria. A colheita do
material para a avaliacdo da medula 6ssea foi realizada imediatamente apos a eutanésia.
Em todos os cdes, as amostras foram colhidas por pungdo do Umero proximal com o
auxilio de agulha pediatrica do tipo Jamshidi seguindo os métodos preconizados por
Grindem et al. (2009), padronizando-se a obtencdo de 2mL e aproximadamente 1,5 cm
para volume e fragmento de tecido medular, respectivamente. As amostras obtidas por
aspiracdo foram utilizadas para realizacdo dos esfregacos diretos e confeccdo dos
citoblocos.

Os esfregagos foram confeccionados de acordo com Grindem et al. (2009) e corados
com corantes do tipo Romanowsky. Os citoblocos foram processados pelo método de
gel de agarose (Grefte et al., 2008) e os fragmentos de biopsia de acordo com a técnica
histopatolégica de rotina (Gartner e Hiatt, 2007). Ambos foram corados com
Hematoxilina e Eosina (HE).

Os mesmos critérios foram obedecidos na avaliacdo das laminas obtidas a partir das
técnicas de citologia aspirativa, de biopsia e de citobloco. A analise das laminas foi

realizada em microscépico o6ptico com campo de grande aumento (cga) em objetiva de
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imersdo (100x). A intensidade parasitaria das amostras foi classificada de acordo com a
adaptacédo do protocolo descrito por Chulay e Bryceson (1983) (Tab. 1).

Tabela 1. Metodologia para classificacdo, em escores, do nivel de intensidade
parasitaria de Leishmania (L.) infantum chagasi em amostras de medula dssea de cdes.

ESCORE NL’Jme_ro de NUmero _de campos
amastigotas examinados
Grau zero Ausentes 1.000
Grau 1+ 1-10 501 - 1.000
Grau 2+ 1-10 101 - 500
Grau 3+ 1-10 11-100
Grau 4+ 1-10 2-10
Grau 5+ 1-10 1
Grau 6+ >10-100 1
Grau 7+ > 100 1

“Objetiva de imers&o (100x).

O numero de campos examinados para detec¢do da primeira forma amastigota do agente
foi comparado entre as técnicas com o teste de Friedman. Para avaliar a concordancia
entre os métodos aplicou-se o indice Kappa (k) simples baseado nos critérios de Landis
e Koch (1977). A comparacdo entre os grupos clinico-laboratoriais nas trés técnicas
estudas, em relagdo ao nimero de campos percorridos para a primeira observacao do
agente, foi realizada com o teste de Kruskal-Wallis seguido pelo teste Dunn, quando
necessario. O teste de Friedman foi utilizado para comparar, entre as técnicas, 0s graus
de intensidade parasitaria. Para todas as analises, as diferencas foram consideradas
significativas quando p<0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO
A alta especificidade do exame parasitologico e as caracteristicas comportamentais do
tecido medular, frente a infeccdo pelo agente da leishmaniose, faz com que a avaliacéo
da medula dssea seja utilizada para o diagndstico definitivo e monitoramento da doenca
(Cotterell et al., 2000; Brasil, 2014; Georgiadou et al., 2015).
Rotineiramente, a avaliagdo microscopica e confirmacdo da LV é realizada a partir da
observacao do esfregaco colhido por puncao aspirativa da medula dssea (Brasil, 2014) e
a analise de amostras obtidas por biopsia do tecido medular ja foi empregada (Kumar et

al., 2007). Recentes estudos admitiram a utilizacdo do citobloco como incremento a
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investigacdo (Abrantes et al., 2016; Menezes et al., 2016), entretanto ainda né&o foi
estabelecido qual dos trés métodos apresenta mais beneficios.

Ao realizar-se a busca do parasito em cada uma das técnicas, independente do estagio
clinico-laboratorial da doenca, foi possivel observar que houve diferenca no nimero de
campos examinados para a identificacdo da primeira forma amastigota. O menor
nimero de campos para a confirmagdo parasitologica e, consequentemente, maior
rapidez na determinacdo da positividade foi constatada no esfregaco direto (Fig. 1).
Entretanto, quando as técnicas foram comparadas, ndo houve diferenca estatistica
significativa entre citologia aspirativa e biopsia (p>0,05) (Fig. 1).

De acordo com o Ministério da Satde (MS), uma amostra é considerada negativa apés a
analise de 200 campos microscopicos em objetiva de imersao (Brasil, 2014). Contudo,
no presente trabalho, a aplicacdo desse critério acarretaria diagnésticos falsos-negativos
em 3,85% (1/26) das amostras de esfregaco direto, 3,85% (1/26) de biopsia e 11,54%
(3/26) de citobloco (Fig. 1) corroborando as observacdes de Cardoso (2010).

Os dados também demonstraram que a investigacdo em 1.000 campos, empregada por
varios autores na citologia aspirativa (Chulay e Bryceson, 1983; Ciaramella et al., 1997,
Cardoso, 2010; Salam et al., 2012; Sundar et al., 2015) além de exaustiva é
desnecesséria, ja que 0 maximo de campos (476 cga) para a visualizacdo da primeira
forma amastigota ocorreu na técnica de citobloco.
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Figura 1. Nimero de campos avaliados para identificar a primeira forma amastigota de Leishmania (L.)
infantum chagasi em tecido medular de cdes. Os resultados sdo expressos de acordo com a mediana
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(barra) e nimero de campos analisados em cada técnica. A linha de bar na horizontal representa auséncia
de diferenca estatistica significativa pelo teste Friedman no nivel de 5% de significancia.

Independente do estdgio clinico-laboratorial da doenca foi possivel observar
discordancia entre os dados obtidos por meio da citologia aspirativa com as outras
técnicas investigadas (p>0,05) e concordancia moderada (Kappa=0,4583; p<0,05) entre
biopsia e citobloco (Tab. 2). Esses resultados podem estar associados a frequéncia de

falsos-negativos na biopsia (7,69%) e citobloco (7,69%).

Tabela 2. Avaliacdo de concordancia entre as técnicas de citologia aspirativa, biopsia e
citobloco de medula dssea para o diagnostico parasitologico de leishmaniose visceral
canina.

TECNICAS
CAxB CAxCB BxCB
Concordancia observada (%o) 88,46 88,46 92,31
Kappa -0,05 -0,05 0,4583
Conclusdo da replicabilidade™ Pobre Pobre Moderada
p-value 0,3842 0,3842 0,0097"

Abreviaces: CA: Citologia Aspirativa; B: Biopsia; CB: Citobloco. ‘p<0,05. " Landis e Koch (1977).

Na classificacédo clinico-laboratorial, 30,77% (8/26) dos cdes apresentaram doenca leve,
38,46% (10/26) moderada e 30,77% (8/26) grave. Diferenca estatistica significativa ndo
foi constatada (p>0,05) a0 comparar esses grupos, em cada uma das técnicas, em
relacdo ao numero de campos percorridos, indicando que o estagio da enfermidade nédo
influenciou para a primeira visualizagdo do agente (Tab. 3).

Nas amostras dos animais no estagio 1 ndo foi observado diferenca estatistica
significativa (p>0,05) ao comparar, entre as técnicas, o nimero de campos percorridos
para confirmacdo parasitologica. Nos estagios 2 e 3, 0 numero de campos visualizados
no esfregaco direto e nas laminas confeccionadas a partir da biopsia foi inferior quando
comparado ao citobloco (Tab. 3).

Estudo comparando citologia aspirativa e biopsia da medula 6ssea, para identificacdo de
diferentes enfermidades infecciosas e ndo infecciosas, demonstrou que ambas as
técnicas executadas na mesma area pode acarretar hipocelularidade local e promover
discrepéancia diagndstica entre estes métodos (Toi et al., 2010). Contudo, no presente

trabalho, a auséncia de diferenga estatistica entre essas técnicas (p>0,05) indicou que o
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mesmo sitio de coleta ndo interferiu no diagndstico parasitoldgico. A variabilidade
observada entre 0 nimero de campos percorridos para a primeira identificacdo do
agente pode estar associada a heterogeneidade do tecido medular na LVC (Gontijo e
Melo, 2004; Honse, 2014).

A técnica do citobloco, embora tenha ratificado a positividade, exigiu maior nimero de
campos para a primeira identificacdo do agente (Tab. 3) e formas amastigotas
extracelulares ndo foram observadas durante a leitura das ldminas. Na confec¢do do
citobloco a amostra € centrifugada e apenas o pellet é processado para analise (Ong et
al., 2015). Estudos demonstraram que a formacdo de uma camada de leucécitos
parasitados, ap6s a centrifugacdo, facilitou a detec¢do do agente (Abrantes et al., 2016
Menezes et al., 2016). Contudo, no presente trabalho, o descarte do sobrenadante pode
ter provocado a eliminacdo de amastigotas livres e justificar a obrigatoriedade de maior
namero de campos para a confirmacdo de LVC. Menezes et al. (2016) admitiram a
necessidade de investigacGes complementares para o emprego desta técnica como meio

de triagem epidemioldgica de rotina na doenca.

Tabela 3. Mediana e quartis do nimero de campos examinados, em diferentes técnicas
de avaliacdo da medula Gssea, para deteccdo parasitologica da primeira forma
amastigota de Leishmania (L.) infantum chagasi em cées, de acordo com os diferentes
estagios clinico-laboratoriais.

TECNICAS
GRUPOS Citologia Aspirativa Biopsia Citobloco
Md (1°Q; 3°Q) Md (1°Q; 3°Q) Md (1°Q; 3°Q)
Estagio 1 2% (1;7) 15" (3;37) 63 (10; 191)
Estagio 2 4% (2;17) 3782 (1; 23) 1652 (9; 44)
Estagio 3 282 (1:28) 2% (1;8) 5482 (17;147)

Abreviagdes: Md: mediana; 1°Q: primeiro quartil; 3°Q: terceiro quartil. Medianas seguidas de letras
mailsculas diferentes nas linhas diferem estatisticamente pelo teste de Friedman (p<0,05) e medianas
seguidas das mesmas letras mindsculas nas colunas ndo diferem estatisticamente pelo teste de Kruskal-
Wallis (p>0,05).

A determinacdo da intensidade parasitaria por microscopia optica é considerada um
método barato e confiavel que pode ser utilizada para avaliar o grau da resposta do
paciente ao tratamento e determinar a correlacdo entre infectividade e alteragdes clinico-
laboratoriais (Chulay e Bryceson, 1983; Cardoso, 2010; Singh et al., 2010). Reis et al.
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(2006) destacaram a utilizacdo da quantificacdo parasitologica na medula 6ssea como
um marcador auxiliar confiavel na investigacdo do estagio clinico-infeccioso na LVC.
No presente estudo, independente do estagio clinico-laboratorial da doenca, observou-se
menor intensidade parasitaria nas laminas de citobloco (Fig. 2). Os efeitos causados
pelo processamento do material, como apontado anteriormente, podem ter subestimado
esses valores.

Ap0ds a investigacdo de 1.000 campos foi possivel classificar em grau zero 3,85% (1/26)
dos esfregacos diretos, 7,69% (2/26) das biopsias e 7,69% (2/26) dos citoblocos (Fig.
2), com auséncia de coincidéncia de negatividade das amostras nas trés técnicas,
corroborando a capacidade diagnostica da investigacdo no esfregaco direto. Em relacdo
a estratificacdo em diferentes graus de parasitismo ndo houve diferenca estatistica
(p>0,05) entre amostras obtidas por citologia aspirativa e biopsia (Fig. 2), indicando que
ambas as técnicas concordaram na estimativa do coeficiente de infectividade no tecido
estudado. Entretanto, cabe destacar a facilidade de obtencéo, processamento e custo da
técnica de citologia aspirativa (Grindem et al.,, 2009). Contudo, ressalta-se a
necessidade de estudos que permitam a validacao deste teste em relacdo a quantificacao

parasitaria na medula 6ssea.
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Figura 2. Comparacao entre as técnicas de avaliacdo parasitoldgica da medula 6ssea para determinagdo da
intensidade parasitaria de amastigotas de Leishmania (L.) infantum chagasi em tecido medular de caes.
Os resultados sdo expressos de acordo com a mediana (barra) e nimero de amostras classificadas nos
diferentes graus de intensidade parasitaria em cada técnica. A linha de bar na horizontal representa
auséncia de diferenca estatistica significativa pelo teste Friedman no nivel de 5% de significancia.
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CONCLUSOES
Apesar da técnica de citobloco permitir a concentracdo de células e melhor
reaproveitamento de amostras, ndo demonstrou ser um método adequado para
identificacdo réapida e quantificacdo parasitologica na LVC. Considerando suas
vantagens, a citologia aspirativa foi a melhor técnica para deteccdo microscopica do
parasito e determinacdo do nivel de intensidade parasitaria no tecido estudado.
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7. ANEXOS

7.1. Anexo 1 - Ficha para analise clinica

Identificacdo: Idade:

Sexo:

Raga: Peso:
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Temp.: °oC FC: bpm FR:

Pulso arterial:
l:‘ Filiforme

Regular l:‘ Irregular

Mucosas:

l:l Rosadas l:l Congestas l:l Hiperémicas I:I Ciandticas

Nivel de consc.:
Alerta l:l Deprimido l:l Estupor
Estado
nutricional:

I:I Caquético l:l Magro
- l:l Nio l:l Sim. Qual?

l:l Normal

Ectoparasitas

mpm  TPC: segundos  Hidratacdo:

l:l Fraco I:l Normal

I:I Ictéricas

l:‘ Qutro:
l:l Palidas
I:I Coma

I:I Obeso I:I Muito obeso

Linfadenopatia

- l:l Ausente l:l Presente

Local

Perda de Peso

. l:l Ausente l:‘ Presente
) l:l Ausente l:l Presente
) I:I Ausente l:l Presente
Anorexia:

l:l Ausente l:l Presente
) l:l Ausente l:l Presente
) l:l Ausente l:l Presente
Diarreia:

l:l Ausente l:l Presente
. l:l Ausente l:l Presente
) l:l Ausente l:l Presente
- l:l Ausente l:l Presente
- l:l Ausente l:l Presente

) |:| Ausente |:| Presente

Fraqueza:

Onicogrifose:

Hiporexia:

Vémito:

Melena
Hematoguezia
Epistaxe:
Petéquias

Sufusdes.

Outras alteragdes: N (normal) A (Anormal)

Olhos: I:l N l:‘ A Descrigdo:

l:l Generalizada
Hiperpigmentac¢do

. I:l Ausente
) I:I Ausente
- I:I Ausente

Nédulos

I:l Ausente
) I:l Ausente

Alopecia:
I:I Ausente
Descamacdo:
I:I Ausente

Lesdo de pina:

[ ausente
[ husence
] Ausente
" useme
: [ ] Ausente

l:‘ Presente.

Eritema

Ulceras:

Pustulas:

l:l Presente
l:l Presente
l:l Presente
l:l Presente
|:| Presente

Uveite:

Blefarite:

Conjuntivite:

Polidpsia

l:l Presente. Localizagdo:
l:l Presente. Localizag3o:
l:l Presente. Localizagdo:
l:l Presente. Localizagdo:
l:l Presente. Localizagdo:

l:l Presente. Localizagdo:

Orelhas: I:l N l:‘ A Descrigdo:

Pele e anexos: I:l N l:‘ A Descricdo:

Respiratdrio: I:I N l:‘ A Descrigdo:

Circulatério: A Descricdo:

Digestdrio: A Descricdo:

Urindrio: A Descrigdo:

CIn[]
abdome: [ |N[_]A Descriio:

CIn[]

LInl]




Genital:

Postura e movimentagdo:
Musculo-esquelético:
Nervoso:

Hemolinfatico:

Cavidade oral:

Outros:

Descri¢do:
Descrigdo:
Descrigdo:
Descri¢do:
Descri¢ao:

Descrigdo:
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