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ESTAGIO CURRICULAR SUPERVISIONADO EM MEDICINA
VETERINARIA - AREA DE EPIDEMIOLOGIA E SAUDE PUBLICA

O presente relatorio descreve as atividades desenvolvidas durante a realizacdo do Estagio
Curricular Supervisionado em Medicina Veterindria no laboratério de pesquisa em
leishmaniose (LPL), colecdo de leishmania do Instituto Oswaldo Cruz (CLIOC) e laboratério
de referéncia nacional para tipagem de leishmania (LRNTL), pertencentes ao Instituto Oswaldo
Cruz (I0C) da Fundacao Oswaldo Cruz (FIOCRUZ) no municipio do Rio de Janeiro, na area
de epidemiologia e saude publica. A maior parte das atividades estavam vinculadas ao projeto
denominado “Verificagdo da expressdo de marcadores de exaustdo e desorganizacao esplénica
em cdes com leishmaniose visceral naturalmente infectados”. As atividades executadas
envolveram treinamento em qualidade e biosseguranca em laboratorio de pesquisa, treinamento
em isolamento de células de sangue periférico e acompanhamento da rotina do laboratério, tais
como, acompanhamento de necropsias de cdes diagnosticados com leishmaniose visceral,
participacdo na coleta de amostras clinicas encaminhadas para os diferentes métodos de
diagnostico e para os trabalhos de pesquisa, preparo de laminas contendo cortes teciduais
congelados de baco de cdes infectados, avaliacdo histopatoldgica de cortes teciduais de bago de
caes infectados, separacdo de células mononucleares de sangue periférico seguido de
congelamento para analises futuras, participacdo de seminarios cientificos semanais produzidos
pelo laboratério e analise da expressdo de RNAm por PCR quantitativo, sob a supervisdo da
médica veterinaria e tecnologista em saude publica da Fundagdo Oswaldo Cruz, Dra. Fernanda
Nazaré Morgado e orientacdo da Prof® Dra. Débora da Cruz Paydo Pellegrini. O periodo de
estagio ocorreu entre os dias 16 de setembro de 2015 a 07 de dezembro de 2015, perfazendo

um total de 450 horas.
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1 INTRODUCAO

O estagio curricular supervisionado em Medicina Veterinaria foi realizado no
laboratério de pesquisa em leishmaniose, colecdo de leishmania do Instituto Oswaldo Cruz e
laboratorio de referéncia nacional para tipagem de leishmania, pertencentes ao Instituto
Oswaldo Cruz, localizado no Pavilhdo Lebdnidas Deane, Fundacdo Oswaldo Cruz, no municipio
do Rio de Janeiro.

A colecéo de leishmania do Instituto Oswaldo Cruz, foi criada em 1980, com apoio do
Instituto Oswaldo Cruz, Fundacdo Oswaldo Cruz e Organizacdo Mundial da Saude.
A CLIOC atuando como Centro de Recursos Bioldgicos, dedica-se entdo a preservacao,
armazenamento, distribuicdo, caracterizacdo taxondmica e identificacdo de leishmania e
informacdo associada, contribuindo assim para o desenvolvimento cientifico e tecnoldgico do
Brasil. Além de desenvolver projetos de pesquisa especificos, a CLIOC atende a demanda de
instituicbes publicas de pesquisa e ensino ou setores da industria, prestando servicos
especializados como (I) aquisicdo, identificacdo especifica ou sub-especifica de isolados
originais depositados ou ndo no banco; (1) distribuicdo de cepas de referéncia, com a finalidade
de desenvolver pesquisas cientificas ou como apoio aos 6rgaos responsaveis pela vigilancia
epidemioldgica das leishmanioses no pais e no exterior; e (111) treinamento de recursos humanos
e consultoria técnico-cientifica em suas areas de atuacdo. O acervo engloba protozoéarios do
género Leishmania (Kinetoplastida; Trypanosomatidae), conforme anexo A, representando as
espécies reconhecidas (patdgenos e ndo-patdgenos humanos) e gendtipos especificos com
expressiva representatividade da biodiversidade estudada em leishmanias neotropicais.
Organismos geneticamente modificados fazem parte igualmente do seu acervo.

A colecdo oferece acesso publico ao seu acervo de leishmania, assim como aos dados
associados a esses microrganismos (incluindo informacdes moleculares, fisioldgicas e
estruturais referente ao material bioldgico), dando assim sustentacdo a programas de pesquisa
e inovacdo tecnologica, cujos resultados, entre outros usos na Saude Publica, serdo
materializados em estudos epidemiologicos, desenvolvimento de imunobioldgicos e de novos
medicamentos, permitindo a melhor operacéo integrada com outros sistemas de informacéo
internacionais, como Common Access to Biological Resources and Information e Global

Biodiversity Information Facility.
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A visdo do LPL/LRNTL/CLIOC € se tornar um Centro de Recursos Bioldgicos
acreditado e usar seus recursos e experiéncia para se tornar lider mundial no que se refere a
acervo de leishmania, com um namero expressivo de cepas de referéncia e isolados originais,
gerenciamento de informacdo associada ao acervo, facilidade de acesso ao material biolégico e
informagdes concernentes.

A leishmaniose visceral constitui um importante problema de satde publica devido a
alta quantidade de individuos expostos ao seu agente infeccioso e a alta letalidade quando nao
tratada (WHO, 2010; ALVAR et al. 2012; BRASIL 2014). E causada por protozoarios do
Género Leishmania, sendo a Leishmania infantum o agente causal nas Américas (MOMEN et
al. 1993; FERREIRA et al. 2012), mais especificamente no Brasil. A infeccdo ocorre através
da picada de insetos vetores do Género Lutzomyia. No Brasil, Lutzomyia longipalpis tem sido
demonstrado como o principal vetor (BRAZIL, 2013) e a leishmaniose visceral humana e
animal se encontra em plena expanséo (TONINI et al. 2012; BARATA et al. 2013).

No ambiente silvestre, a transmissdo ocorre entre o vetor, animais reservatorios como
marsupiais, edentados e canideos silvestres, e 0 homem como hospedeiro acidental (WHO
2010; BRASIL 2014). No ciclo de transmissdo urbano, os cdes domesticos sdo considerados
reservatorios principais e a deteccdo de casos caninos precede o surgimento de casos de
leishmaniose visceral humana (LIMA et al. 2012; BELO et al. 2013; LAURENT!] et al. 2013).
O papel de reservatorio dos caes domésticos se da em parte pela alta carga parasitaria observada
nestes animais, e disponivel para o inseto vetor mesmo em pele sadia (MADEIRA et al. 2009;
MENEZES et al. 2013,). A perda de controle da carga parasitaria tem sido demonstrada ha
alguns anos e se correlaciona com uma falha na resposta imune observada nestes animais
(SARIDOMICHELAKIS, 2009; MAIA e CAMPINO, 2012).

Com relacdo a resposta imune na leishmaniose visceral canina, tem sido demonstrado
de uma forma geral, que a progressao da infec¢do para doenca ativa é caracterizada por uma
marcante resposta humoral, depresséo de resposta celular contra o parasita, e surgimento de
sinais clinicos (MAIA e CAMPINO, 2012). Trabalhos recentes tém correlacionado a
progressao da doenca com a desorganizacao da arquitetura esplénica (SANCHEZ et al. 2004;
SANTANA et al, 2008), com 0 aumento da carga parasitaria e com a reducao na expressao de
citocinas, quimiocinas e receptores de quimiocinas (NASCIMENTO et al. 2013).

Em relagdo ao tratamento em cdes com leishmaniose, o Ministério da Salde ndo
recomenda, pois ndo diminui a importancia do cdo como reservatério do parasito, visto que as
tentativas de tratamento da leishmaniose visceral canina, por meio de farmacos

tradicionalmente empregadas (antimoniato de meglumina, anfotericina B, isotionato de
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pentamidina, alopurinol, cetoconazol, fluconazol, miconazol, itraconazol), tem tido baixa
eficacia. O uso rotineiro de drogas em cdes induz a remissdo temporaria dos sinais clinicos, ndo
previne a ocorréncia de recidivas, tem baixo efeito na infectividade de flebotomineos e levam
ao risco de selecionar parasitos resistentes as drogas utilizadas para o tratamento humano
(BRASIL, 2014).

A LV estd em plena expansdo no Brasil e os cdes domésticos sdo considerados
reservatorios. Neste sentido, a identificacdo de cées positivos e a retirada destes animais das
areas endémicas torna-se importante para o controle da doenca. O médico veterinario é um dos
profissionais responsaveis pela identificacdo de cdes infectados e notificacdo dos casos as
autoridades de salde publica. Neste contexto, a sensibilizacdo do estudante de medicina
veterinaria durante a sua graduacdo torna-se indispensavel para a sua formacdo. Durante o
estagio, foi possivel se familiarizar com a problematica da expansdo Leishmaniose Visceral
Humana e Canina no Brasil, assim como receber treinamento para a cultura e identificacéo de
espécies de leishmania, acompanhamento de necropsias, coleta de amostras de bago e

quantificacdo a carga parasitaria de cées provenientes do estado do Rio de Janeiro.
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2 ATIVIDADES DESENVOLVIDAS

Durante o periodo de estagio pdde-se acompanhar as principais atividades que tangem
a pesquisa, desenvolvimento tecnoldgico, inovagdo e formacdo de recursos humanos na areas
de eco-epidemiologia molecular das leishmanioses, como treinamento em qualidade e
biosseguranca em laboratorio de pesquisa, treinamento em isolamento de células de sangue
periférico e acompanhamento da rotina do laboratério, acompanhamento das necropsias de cédes
diagnosticados com leishmaniose visceral encaminhados a eutanasia, participacdo na coleta de
amostras clinicas encaminhadas para os diferentes métodos de diagndstico e trabalhos de
pesquisa, preparo de laminas contendo cortes teciduais congelados de bago de cdes infectados
e posterior avaliacdo histopatoldgica e analise da expressdo de RNAm por PCR quantitativo.
Para a realizacdo do estagio no Instituto Oswaldo Cruz foi necessario o desenvolvimento de um
projeto de pesquisa, previamente analisado pelos pesquisadores do laboratério e secretaria
académica do instituto. Desta forma a maioria das atividades estavam vinculadas ao projeto
denominado “Verificagdo da expressdo de marcadores de exaustdo e desorganizagdo esplénica
em cdes com leishmaniose visceral naturalmente infectados”. O objetivo do projeto foi analisar
qualitativamente e quantitativamente, nos diferentes compartimentos do baco (zona marginal,
bainha linfoide periarteriolar e foliculo linfoide), a expressdo de moléculas de exaustdo (PD-1,
CTLA-4, TIM-3 e LAG-3), células CD3"*, IFN-y e IL-10, assim como avaliar possivel
correlacdo entre os dados obtidos e a sintomatologia, a carga parasitaria e a organizacao da
polpa branca esplénica. As principais atividades realizadas encontram-se na tabela 1 e descritas

a sequir.
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TABELA 1: Atividades desenvolvidas e/ou acompanhadas durante a realizacdo do estagio

curricular supervisionado em medicina veterinaria.

Atividades Numero %

Cortes histoldgicos de baco em criostato 109 26,8%
Imuno-histoquimica 87 21,4%
Separacéo de PBMC 81 19,9%
Preparo de solucGes 66 16,2%
Necropsias de cdes e coletas de baco 41 10%
PCR quantitativo (tempo real) 10 2,5%
Discusséo de artigos 10 2,5%
Treinamento em cultura celular 02 0,5%
Treinamento em Qualidade e Biosseguranca 01 0,2%
Total 407 100%

2.1 Treinamento em Qualidade e Biosseguranca em Laboratdrio de Pesquisa

O Treinamento em Qualidade e Biosseguranca em Laboratério de Pesquisa é requisito

basico para a realizacdo de estagio no instituto, sendo composto por aulas online, praticas e um

teste de conhecimentos, visando oferecer as recomendacGes minimas necessarias para 0

ingresso nos Laboratdrios de Pesquisa do 10C, dentro das normas de gestdo da biosseguranca,

qualidade e de protecdo ambiental, para que o aluno ou pesquisador possa desenvolver um

trabalho com seguranca e confiabilidade nos resultados. O contetdo abordou os seguintes

temas: acidentes de Trabalho: atendimento e notificacdo; Agenda Ambiental na Administragéo

Publica; Bioética e Biosseguranca; Boas Praticas de Laboratério; Condutas Laboratoriais;

Contencdo em Biossegurancga: Barreiras primarias e secundarias; Desinfeccgdo e esterilizagéo



20

em Ambientes Laboratoriais; Gerenciamento de Residuos; Gestdo de Biosseguranca no 10C;
Riscos Laboratoriais; Transporte de Material Bioldgico dentro do campus da Fiocruz e

Transporte externo de Material Bioldgico.

Este treinamento esta inserido no Programa de Capacitacdo Profissional do I0C, e foi
elaborado de forma a atender o foco no desenvolvimento institucional, através do investimento
educacional dos profissionais, tendo por definicdo que profissional é toda pessoa que
desenvolve atividades laboratoriais no ambito do 10C, independente de seu vinculo (incluindo
servidor, terceirizado e/ou bolsista) e a abordagem e alinhamento de contetidos programaticos
compativeis as atividades exercidas no I0C, permitindo a aquisi¢do/incorporacdo de
informac@es e conhecimentos relacionados a politica do 10C referente a gestdo da Qualidade,

Biosseguranca e gestdo Ambiental.

2.2 Treinamento em isolamento de células de sangue periférico e baco

O treinamento foi realizado através do acompanhamento da técnica realizada por alunos
da pos-graduacdo, apOs o aprendizado pode-se desenvolver o isolamento de células
paulatinamente. Para o desenvolvimento do isolamento e separa¢do de PBMC, as células foram
separadas apds centrifugacdo em Ficoll-Hypaque (Histopaque 1077, Sigma) durante 20
minutos, 20 °C a 2.400 rpm. Realizou-se o recolhimento do anel de células mononucleares com
uma pipeta de Pasteur, que foram submetidas a duas lavagens em PBS (Sigma, USA) por 10
minutos, 2.000 rpm a 4 °C. Por fim, as células foram congeladas em soro fetal bovino (SFB -
Hyclone) e 10% DMSO (Sigma, USA), 1 hora -20 °C, 2 horas -80 °C, e em seguida armazenadas

em nitrogénio liquido até 0 momento do uso.

As células do bago foram isoladas ap6s maceracdo do fragmento de tecido em meio
RPMI 1640 (Sigma) suplementado com 10% SFB (Hyclone), 10 mm HEPES, 1.5 mm L-
glutamina e antibioticos (200 U/ml penicilina e 200 pg/mL estreptomicina). Apos maceragéo,
a suspensdo de celulas foi decantada por 5 minutos em banho de gelo, e o sobrenadante
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submetido a duas lavagens por 10 minutos, 2.000 rpm a 4 °C. As células separadas foram

congeladas como descrito acima até 0 momento do uso.

2.3 Acompanhamento das necropsias de cdes diagnosticados com Leishmaniose Visceral
e Diagnostico

Cées provenientes do municipio de Barra Mansa, no estado do Rio de Janeiro, com
diagnostico confirmado de leishmaniose visceral e encaminhados para a eutanasia compulsoria
no Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas da FIOCRUZ, onde a eutanésia foi
realizada pelos médicos veterinarios do Laborat6rio de Pesquisa Clinica em Dermatozoonoses
em Animais Domésticos, utilizando 1,0% (1,0 mg/Kg) de Thiopental (Thiopentax®, Cristalia)
intravenoso. Apos a deteccdo de auséncia de reflexo cdrneo, induzido por anestesia profunda,
administrou-se 10 mL de iodeto de potassio 19,1% (Isofarma) intravenoso. O material a ser
avaliado foi obtido durante a necropsia dos animais, momento em que foram coletadas as

amostras do baco e sangue periférico, assim como os dados clinicos.

A avaliacdo clinica foi realizada por dois médicos veterinarios e pelos estagiarios,
considerando os 8 tipicos sinais clinicos da LVC: dermatite, onicogrifose, conjuntivite,
emagrecimento, alopecia, linfadenopatia, hepatomegalia e esplenomegalia (Figura 1). Cada
sinal clinico foi avaliado em uma escala variando de O (ausente), 1 (leve), 2 (moderado) a 3
(grave) pontos segundo Quinnell et al. (2001). A classificacdo final foi dada pela soma dos
pontos obtidos, podendo o animal ser assintomatico (0 a 2 pontos), oligossintomatico (3 a 6) e

polissintomatico (7 a 18), representado no quadro 1.
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FIGURA 1 - Imagens dos sinais clinicos observados e aplicados na pontuacéo por score de Caes naturalmente
infectados por Leishmania infantum. (A) Onicogrifose, (B) Dermatite, (C) Alopecia, (D) Emagrecimento, (E)
Ceratoconjutivite, (F) Linfadenopatia. Fonte: Laboratério de Pesquisa Clinica em Dermatozoonoses em Animais
Domésticos INI — Fiocruz.

QUADRO 1 - Pontuagdo por score dos sintomas clinicos observados em cées naturalmente
infectados por Leishmania infantum. Fonte: Quinell et al., 2001.

Classifica¢do dos animais naturalmente infectados

Score Clinico
Assintomético 0a2
Oligossintomatico 3a6
Polissintomatico A partir de 7

2.3.1 Aspectos éticos

As amostras biologicas utilizadas foram oriundas de necropsias realizadas pelo
Laboratdrio de Pesquisa Clinica em Dermatozoonoses em Animais Domésticos (LAPCLIN-
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DERMZOO - INI - FIOCRUZ) de cées diagnosticados como leishmaniose visceral e
encaminhados para a eutanasia. Ndo houve experimentacdo animal e, portanto, ndo havendo
necessidade de encaminhamento para avaliacdo ética segundo orientacdo do Comité de Etica
em Uso de Animais da FIOCRUZ.

2.3.2 Analise histopatoldgica

Fragmentos teciduais do bagco foram coletados durante o acompanhamento das
necropsias, acondicionados durante 24 horas em freezer -30 °C, seguido de armazenamento em
nitrogénio liquido (Figura 2) e posteriormente fixados em solugdo tamponada de formol 10%
(Merck) e inseridos em parafina. Cortes com 5 um de espessura foram afixados em laminas de
microscopia e corados com hematoxilina e eosina para posterior analise em microscépio optico
(Zeiss), representado na Figura 3. Organizagdo do tecido linféide esplénico da polpa branca,
zona marginal e polpa vermelha foram analisados como descrito por Santana et al. (2008). Os
parametros avaliados foram: periesplenite (auséncia, pouco, médio, intensa), presenca de
granulomas (auséncia, pouco, médio, intenso) e grau de organizacdo da polpa branca. Neste
ultimo caso foi considerada organizada a polpa branca que apresentou bainha periarteriolar,
centro germinativo, zona do manto e zona marginal distintos. Pouco desorganizada, aquela com
alguma mudanca hiperplasica ou hipoplasica levando a perda de definicdo de alguma das
regides da polpa branca. Moderadamente desorganizadas, aquelas com polpa branca evidente,
porém suas regides sdo pouco individualizadas ou indistintas. Intensa desorganizacdo quando
a estrutura folicular foi pouco distinguivel da polpa vermelha e da area de células T. Realizou-

se a quantificacdo do numero de foliculos linfoides e nimero de granulomas por mm? de tecido.



FIGURA 2 - Coleta de tecido de bago em nitrogénio liquido. Fonte: Arquivo Pessoal.

FIGURA 3 - Preparo de laminas histologicas em criostato. Fonte: Arquivo Pessoal.
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2.3.3 Imuno-histoquimica

A imuno-histoquimica tem como funcgdo reconhecer antigenos e assim identificar e
classificar células de interesse para diagndstico e/ou pesquisa. A visualizacdo do complexo
antigeno-anticorpo € possivel através do acréscimo de um fluorocromo conjugado ao anticorpo,
que pode entdo ser observado ao microscopio déptico, ou alternativamente uma enzima, cujo

produto de reagdo também pode ser visualizado.

Para a imuno-histoquimica indireta, utilizou-se cortes de bago com 5 um de espessura,
que foram fixados com acetona P.A. (Merck) em laminas silanizadas (Dako, Carpinteria, CA,
EUA). A técnica foi realizada como descrito por Morgado et al. (2010). Posteriormente
hidratou-se em PBS durante 10 minutos, seguido da inibicdo da peroxidase enddgena com
solucdo contendo perdxido de hidrogénio (Dako) durante 10 minutos a temperatura ambiente.
Os cortes foram submetidos a duas lavagens em PBS durante 5 minutos cada. Para a inibicdo
de ligacOes inespecificas os cortes passaram a incubacdo em solucdo contendo 0,4% BSA por
20 minutos a temperatura ambiente. O excesso de solugdo de bloqueio foi descartado e
posteriormente adicionados os anticorpos primarios para deteccdo de células CD3", CD4",
CD8* (Dako), citocinas (IFN-y, IL-10) (Serotec); proliferacdo (Ki-67) (eBioscience);
marcadores de exaustdo CTLA-4 e TIM-3 (Abcam); e anti-Leishmania infantum de coelho por
18 horas a 4 °C. O controle da reacdo foi realizado pela supressao do anticorpo priméario em
pelo menos um dos cortes teciduais. Ao término da incubacdo, realizou-se 2 lavagens em
solucdo PBS, 5 minutos cada, seguido de incuba¢do com o anticorpo secundario biotinilado
(Dako) por 25 minutos, e mais 2 lavagens com PBS. Os cortes passaram entao a incubagdo com
0 complexo estreptavidina-biotina-peroxidase por 25 minutos. Apo6s 2 lavagens com PBS,
passou-se a revelacdo com o kit AEC (Invitrogen). Ap6s a visualizacdo da marcacdo em
microscopio Optico, a reacdo foi interrompida com agua tipo Il, e feita a contra coloracdo com
hematoxilina de Meyer (Sigma) seguido da montagem em Faramount medium (Dako). Os
cortes foram avaliados em microscopio Optico, e 0s resultados expressos em percentual de
células positivas ou percentual de campos marcados dependendo da molécula avaliada.
Avaliou-se no minimo 500 células ou 20 campos em aumento 400X.
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2.3.4 Analise da expressdo de RNAm de PD-1, PD-L1 e LAG-3 por PCR guantitativo
(PCRQ)

Ap06s 0 acompanhamento e instrugdes sobre PCR quantitativo (Figura 4), o RNA total
foi extraido de 50-100mg de tecido de baco utilizando-se o reagente Trizol (Invitrogen).
Realizou-se o tratamento com DNAse (Ambion) para a eliminagéo de qualquer DNA genémico
contaminante na amostra. Para a sintese do DNAc, 1,0 ug de RNA submeteu-se a transcriptase
reversa na presenca de oligo (d) T primers de acordo com as recomendacdes do kit High
Capacity (ThermoFisher). A reacéo de transcri¢éo reversa foi realizada em duplicata, e controle
da contaminacdo com DNA realizou-se através de tubos de reacfes sem a enzima transcriptase
reversa. Para a PCRq foram preparados tubos em triplicata contendo 300 nM de primers. Os
primers usados foram os descritos por Prina et al. (2007). Utilizou-se 1XSYBR GREEN maéster
mix (Applied Biosystems) e 4 uL de DNAc em volume final de 20 pL. Utilizou-se 10 minutos
a 95°C de ativacdo, seguido de 40 ciclos de desnaturacédo e anelamento/extensdo (95 °C por 10
segundos e 58 °C por 1 minuto) em termociclador Step One Plus (Applied Biosystems). A
andlise dos resultados de quantificacdo foi realizada de acordo com o descrito por Cavalcanti e
colaboradores (2015).
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FIGURA 4 - Esquema PCR Quantitativo. Fonte: LPL, 2015.
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3 DISCUSSAO

3.1 Analise da arquitetura esplénica, sintomatologia e carga parasitaria

As andlises e resultados descritos abaixo fazem parte do projeto intitulado “Verificagao
da expresséo de marcadores de exaustdo e desorganizacao esplénicaem cées com leishmaniose
visceral naturalmente infectados”, assim como da rotina do LPL e CLIOC e foram
desenvolvidos e/ou acompanhados durante o estagio supervisionado.

Durante o periodo de estagio 41 animais com diagndstico confirmado de leishmaniose
visceral canina foram encaminhados para eutanasia e posteriormente acompanhados durante a
necropsia. De acordo com a sintomatologia, 0s animais foram divididos em: assintomaticos
(n=13); oligossintomaticos (n=15); polissintomaticos (n=13). Em relacdo a organizacdo da
polpa branca esplénica observamos trés animais contendo polpa branca organizada, oito
animais pouco desorganizados, quinze apresentando média desorganizagdo e quinze

intensamente desorganizados (Figura 5). Os resultados obtidos estdo expostos na figura 6.
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FIGURA 5 - Diferentes niveis de organizacdo da polpa branca esplénica de cdes naturalmente infectados com L.
infantum. (A) Polpa branca organizada, (B) pouco desorganizada, (C) média desorganizacdo e (D) intensa
desorganizag¢do. Aumento 100x. Hematoxilina e eosina. Fonte: Arquivo pessoal.

EE organizado a pouco desorganizado

204 . . o
B4 média a intensa desorganizagao

15+

104

Numero de animais

I
assintomatico oligossintomatico polissintomatico

FIGURA 6 - Numero de animais presentes nos diferentes grupos de acordo com a sintomatologia e sua relagdo
com o grau de organizacdo da polpa branca.

Foram quantificados os foliculos de células B por area de tecido, tendo sido observada

a reducdo destes de acordo com o grau de desorganizacdo da polpa. Observou-se também uma
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tendéncia de associacdo entre a presenca de sinais clinicos e a desorganizacdo da polpa branca

esplénica.

Extraiu-se 0 DNA de fragmentos de baco e a quantificacdo da carga parasitaria de todos
os animais. Nao foram observadas correlagcdes entre a carga parasitaria e a sintomatologia,
assim como entre a carga parasitaria e a organizacdo da polpa branca esplénica. Porém,
detectou-se diferenca significativa na carga parasitaria quando comparamos 0s animais que

apresentavam granulomas com aqueles que ndo apresentavam granulomas (Figura 7A-B).

FIGURA 7 - Andlise histopatologica do bago de cdes naturalmente infectados. (A) Granuloma (HE), (B)
granuloma e colageno, (C) coladgeno na polpa vermelha e (D) coldgeno na polpa branca. Aumento 400x. A -
hematoxilina e eosina; B-D - vermelho de picrosirius. Fonte: Arquivo pessoal.

A expressdo de colageno total variou de 0,1 a 9,4% de area marcada (Mediana 2,28%)
(Figura 7 B-D). Nao observamos correlagdes significativas entre a expressao de coladgeno total
(picrosirius) e a sintomatologia, assim como com a organizacdo do bago, a presenca de
granulomas e a carga parasitaria.

Através da técnica de imuno-histoquimica, foram detectados os marcadores de exaustao
TIM-3 e CTLA-4, além da expressdo de linfécitos CD-3 e citocinas (IFN-y e IL-10), expostos
na figura 8.
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FIGURA 8 - Identificagdo através de imuno-histoquimica da presenca de (A) células CD3*, (B) CTLA-4%, (C)
TIM-3*, (D) IL-10* e (E) IFN-y* no baco de cées naturalmente infectados com L. infantum. Fonte: Arquivo
pessoal.

3.2 Diagnostico da Leishmaniose Visceral Canina

No passado, para inquéritos em salde publica os exames disponiveis para diagndstico
soroldgico eram a RIFI e 0 ELISA, que expressam os niveis de anticorpos circulantes. A RIFI
tem sido utilizada amplamente para o diagnéstico de varias doengas parasitarias, podendo
apresentar reacOes cruzadas principalmente com a leishmaniose tegumentar americana e a
doenca de Chagas. O resultado é considerado sororreagente quando apresente titulo igual ou
superior ao ponto de corte que é a diluicdo de 1:40. O ELISA constitui-se na reacdo de
anticorpos presentes nos soros com antigenos soluveis e purificados de leishmania obtidos pela

cultura in vitro. O antigeno é adsorvido em microplacas e os soros diluidos, como o controle do
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teste e das amostras sdo posteriormente adicionados. A presenca de anticorpos especificos se
fixara aos antigenos no soro. A visualiza¢do da reagdo ocorre quando adicionada uma anti-
imunoglobulina de cdo marcada com a enzima peroxidase, que se ligara aos anticorpos
especificos, produzindo um produto com coloracdo que poderd ser quantificado por
espectrofotometria. O resultado é considerado sororreagente a partir da apresentacdo do valor
da densidade 6tica igual ou superior a 3 desvio-padrfes do ponto de corte (Cut-Off) do resultado
do controle negativo. Os exames sorologicos devem ser realizados nos laboratérios centrais
estaduais (LACENS) ou nos Centros de Controle de Zoonoses (CCZs) municipais (BRASIL,
2014).

Atualmente, os métodos de diagndstico sorolégico da LVC recomendados pelo
Programa de Vigilancia e Controle da Leishmaniose Visceral para os 6rgdos de saude publica
no Brasil sdo o teste rapido imunocromatografico (TR-DPP) como triagem e o Elisa como
confirmatdrio, utilizados na rotina e nos inquéritos de cdes em municipios onde ja houve
registro da doenca. Os lotes de TR-DPP e Elisa, produzidos pelo laboratério da Bio-
Manguinhos Fiocruz-RJ, além de passarem por controle de qualidade da propria fundacéo, antes
de serem disponibilizados ao Ministério da Salude, sdo enviados ao Laboratorio de Referéncia
Nacional e passam por rigorosos testes de qualidade. Lotes com sensibilidade e especificidade
inferior a 90% nao sdo liberados para o uso em inquéritos de satde publica, diferentemente dos
Kits diagnosticos utilizados pela rede privada que ndo passam por um intenso controle de
qualidade externo (DONATO, 2013).

O isolamento em meio de cultura é considerado padrdo ouro no diagndstico, pois atua
confirmando o diagndstico clinico e também preserva o parasito isolado para 0 uso em outras
pesquisas, como identificacdo de espécies de leishmania por técnicas de biologia celular e
molecular (VEGA-LOPEZ, 2003; IHALAMULLA; RAJAPAKSA e KARUNAWEERA,
2005).

Em diversos meios de cultura, o parasito cresce relativamente bem, principalmente a
temperatura ambiente (GONTIJO e CARVALHO, 2003). Os meios mais empregados para o
isolamento de amostras sdo bifasicos, compostos por uma fase solida de agar sangue e uma
liquida dispostos em tubo de vidro (IHALAMULLA; RAJAPAKSA ¢ KARUNAWEERA,
2005). O meio geralmente empregado para isolamento é o agar-sangue de Novy e McNeal
modificado por Nicolle - NNN, acrescido de meio liquido Schneider, suplementado com soro
fetal bovino (GONTIJO E CARVALHO, 2003).

A demonstracédo de cultivo e demonstragéo direta dos parasitos nas lesGes de pacientes

séo dificeis por diversas razdes, como o tamanho limitado da amostra (aspirados ou bidpsias)
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que podem ser obtidos, 0 pequeno nUmero de parasitos presentes e especialmente a
contaminagdo secundaria por fungos e bactérias (PALOMINO; GUERRA e LUMBRERAS,
1983).

A positividade aumenta quando séo realizados cuidados técnicos na coleta, tais como
desinfeccdo prévia da lesdo, acondicionamento do material a ser analisado em solucdo salina
com antibidtico, transporte sob refrigeracdo e processamento da amostra em condicGes
assépticas. Essas medidas reduzem a possibilidade de contaminacdo, que reduzem o
crescimento da leishmania e consequentemente prejudicam a possibilidade de isolamento
(DACRUZ e PIRMEZ, 2005). A persisténcia de contaminagdo de culturas, ndo somente por
bactérias, mas também por fungos prejudica o isolamento de protozoérios patogénicos (OKOT-
KOTBER, 1985), sendo a contaminagdo por fungos comum em material obtido de lesdes de
pacientes (KIMBER et al., 1981). No caso de material obtido de mucosas o isolamento
parasitario € muito dificil devido aos contaminantes provenientes da microbiota do paciente. E
desejavel obter uma cultura que permita o crescimento do protozoario, mas iniba e retarde o
crescimento de bactérias e fungos, que sdo os principais contaminantes, permitindo dessa forma
o0 isolamento dos parasitos (PALOMINO; GUERRA e LUMBRERAS, 1983).

Para reduzir o indice de contaminagdo secundaria das culturas, o que inviabiliza o
exame, sdo acrescentados na cultura antibiéticos como benzilpenicilina e estreptomicina
(PALOMINO; GUERRA e LUMBRERAS, 1983), porém a escolha da concentracdo destes
farmacos para o cultivo de protozoarios tem sido empirico e necessita de padronizacdo e mais
estudos para o uso correto (MASER et al., 2002). Muitas solugdes de antifliingicos e antibidticos
ndo sdo estaveis e ndo podem ser estocadas por longos periodos, dessa forma, o conhecimento
da estabilidade e viabilidade dessas drogas que sdo adicionadas aos meios, é de extrema
importancia, por outro lado, devem se buscar concentracdes que sejam ideais, de modo que tais
substancias ndo provogquem altera¢6es no isolamento e crescimento do parasito (PALOMINO,;
GUERRA e LUMBRERAS, 1983).

3.3 A Resposta Imune da Leishmaniose Visceral Canina

O céo tem sido alvo de diversos estudos sobre a leishmaniose visceral, ndo s6 por

apresentar um quadro clinico semelhante ao do humano doente, mas por ter um importante
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papel como reservatorio da doenca. Esse hospedeiro animal apresenta variacfes quanto a
manifestacdo clinica, podendo apresentar-se assintomético, oligossintomatico ou
polissintomatico. No periodo de estagio, observou-se que a maioria dos animais (n=30)
apresentava média ou intensa desorganizacdo da polpa branca esplénica, e que esta
desorganizacao se dava progressivamente pela diminui¢do do numero de foliculos de células B
por area de tecido. Além disso, foi evidenciada uma tendéncia na associacdo entre a
desorganizacao da polpa branca esplénica e a intensidade dos sinais clinicos, o que corrobora
o0s dados da literatura (SANTANA et al 2008).

Por outro lado, ndo se observou correlacdo entre a presenca de sinais clinicos e a carga
parasitaria, provavelmente porque outros fatores influenciam no surgimento de sintomas, por
exemplo a condicdo de nutri¢do, estresse e co-infeccdes.

Santana et al (2008) verificaram a presenca de granulomas apenas nos animais que
apresentavam isolamento de parasitas em cultura de amostras de bago e sugeriram que a
presenca de granulomas no baco poderiam refletir a falha no controle da carga parasitaria.
Durante o periodo de estagio, granulomas foram detectados no bago de apenas 6 animais entre
0s 41 avaliados. Nestes animais a carga parasitaria foi significativamente maior. A baixa
frequéncia de granulomas no baco destes cées, assim como a sua presenga nos animais que
apresentaram maiores cargas parasitarias sugere uma deficiéncia de resposta efetiva
compartimentalizada, uma vez que no figado a frequéncia de granulomas foi maior (dado ndo
mostrado). Este dado reforca a hipOtese de que o baco funcionaria como um o6rgdo de
persisténcia parasitaria onde a formacdo do granuloma ocorreria apenas quando o
estimulo/carga parasitaria fosse mais intensa, e mesmo diante disto a resposta seria ineficaz e
haveria falha no controle da carga parasitéaria.

Ndo houve correlacGes entre a intensidade de colageno e a carga parasitaria, a
sintomatologia e a organizacao da polpa branca esplénica. Este resultado pode ser explicado
pela alta probabilidade destes animais estarem em uma fase inicial de infecgdo, uma vez que a
expressdo de colageno foi baixa (menor que 10%) e normalmente tende a ser alta em infeccdes
mais avancadas (SILVA et al 2013). Ratificando a hipdtese de infeccdo recente, as medidas de
diagnostico e retirada dos animais infectados das areas endémicas no Rio de Janeiro tem sido
realizada rotineiramente em colaboracdo entre 0 CCZ-RJ e 0o LAPCLIN-DERMZOO-INI-
FIOCRUZ. Assim, no Rio de Janeiro os animais infectados tém se mantido por pouco tempo
na area endémica, sendo eutanasiados em fase inicial de infecgdo. Este dado também descarta
a hipétese inicial de que a deposicdo de coldgeno seria uma das causas de desorganizacdo do

baco, uma vez que ndo observamos diferengas entre os grupos em relacdo a deposicdo do
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colageno, porém foi possivel observar os diferentes niveis de desorganizacdo da polpa branca,
assim como a expressao dos marcadores de exaustdao TIM-3 e CTLA-4. Por outro lado, ainda é
cedo para qualquer andlise ou conclusdo devido ao pequeno numero de cées avaliados.

Com relacdo a resposta imune a leishmaniose visceral canina, tem sido demonstrado de
uma forma geral, que a progressdo da infeccdo para doenca ativa é caracterizada por uma
marcante resposta humoral, depresséo de resposta celular contra o parasita, e surgimento de
sinais clinicos (MAIA e CAMPINO, 2012). Trabalhos recentes tém correlacionado a
progressdo da doenca com a desorganizacdo da arquitetura esplénica (SANCHEZ et al. 2004;
SANTANA et al. 2008; SILVA et al. 2013,), com o aumento da carga parasitaria e com a
reducdo na expresséo de citocinas, quimiocinas e receptores de quimiocinas (NASCIMENTO
etal. 2013).

Barber et al. (2006), estudando o modelo de infeccdo viral cronica, observaram que o
processo de exaustdo imunoldgica se manifestava nos estagios iniciais de infeccdo e cursava
com o0 aumento da expressdo da molécula de superficie PD-1 induzida pelo patégeno. A
expressao de PD-1 é induzida por estimulo antigénico repetido em linfécitos T e B, e por isso
este estado de ndo responsividade é denominado exaustdo (EICHBAUM 2011; RODRIGUES
etal. 2014). Seu ligante, PD-L1, é constitutivamente expresso pelos linfécitos B, T, macréfagos
e células dendriticas no baco (EICHBAUM, 2011). A ativacdo do PD-1 induz apoptose, inibe
proliferacdo celular e producdo de citocinas (JOSHI et al. 2009). Barber et al. (2006) ainda
demonstraram que a exaustdo podia ser revertida in vivo e in vitro, pela administracdo de
anticorpos especificos para seu ligante (PD-L1) levando a recuperacdo da capacidade
proliferativa pelas células CD8", secrecdo de citocinas, eliminacdo de células infectadas e
reducdo da carga viral. A expresséo de PD-1 e/ou CTLA-4 por células CD8 de sangue periférico
e baco ja foi demonstrada em individuos/pessoas com Leishmaniose Visceral (GAUTAM et al.
2013) e em camundongos experimentalmente infectados com L. donovani (JOSHI et al. 2009;
MURPHY et al. 1998,). A administracao de anticorpos bloqueadores de CTLA-4 in vivo levava
ao aumento da frequéncia de células produtoras de IFN-y e IL-4 no figado e baco dos animais,
assim como acelerava o desenvolvimento de resposta granulomatosa hepatica associado a
reducdo da carga parasitaria (MURPHY et al. 1998). Joshi et al (2009) observaram que 0
surgimento de células CD8" com perfil de exaustdo era acompanhado de reducéo de citocinas
inflamatdrias. Ainda foi demonstrado que o bloqueio destes receptores ndo influenciava a
producédo de IFN-y, porém, no modelo murino experimental, o bloqueio de PD-L1 (B7-H1)
levou ao controle da carga parasitdria mesmo com as citocinas inalteradas. Na avaliacdo de

células esplénicas de pacientes com leishmaniose visceral, os bloqueios isolados das vias PD-
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1/PD-L1 ou CTLA-4 ndo alteraram a producdo de IFN-y e nem a sobrevivéncia parasitaria in
vitro (GAUTAM et al. 2013).

Recentemente, Esch et al. (2013) utilizando cdes com leishmaniose visceral, observaram
a expressao de PD-1 em células CD4 e CD8 de sangue periférico. Estas células apresentavam
capacidade reduzida de proliferacdo celular, assim como expressdo de IFN-y. Verificaram
também que o blogqueio da via in vitro com PD-L1 recuperava em parte as funcdes efetoras da
célula T, como por exemplo, a capacidade de proliferacdo celular e a expressdo de
intermediarios reativos de oxigénio, mas ndo de expressao de citocinas. Como consequéncia a
carga parasitéria pdde, pelo menos em parte, ser controlada pelos mondcitos in vitro. Tem sido
demonstrado no modelo murino de infecgdo experimental que a resposta imune na leishmaniose
visceral é 6rgdo-dependente: no figado a infeccdo é autolimitada, porém no baco sdo mantidas
amastigotas detectaveis por toda a vida do animal, sendo considerado, portanto um o6rgao
reservatorio para o parasita (KAYE et al. 2004). Dado semelhante tem sido observado em cées
naturalmente infectados: enquanto no figado € possivel a observacéo de reacdo granulomatosa,

no baco a formacdo de granulomas € ausente ou tardia (SANCHEZ et al. 2004).

3.4 Treinamento em Qualidade e Biosseguranca em Laboratdrio de Pesquisa

O elevado numero dos profissionais da area de salde que estdo submetidos a diversas
situacOes de riscos bioldgicos, quimicos e fisicos nos ambientes de estudo e trabalho, torna-se
o treinamento em biosseguranca fundamental. E de extrema importancia para que o estagiario
desenvolva suas préaticas laboratoriais com mais seguranca e conhecimento. Conforme Aprile e
Barone (2006), as empresas e centros de pesquisa para a consecucao de patamares de qualidade,
produtividade e competitividade, necessitam contar com profissionais preparados e
qualificados, abrindo o debate para a responsabilidade tanto por essa formagéo, se da escola, da
empresa ou do préprio aluno ou funcionario, como também a incorporagéo de novos requisitos
profissionais, apoiado numa educacdo basica e na ampliagdo de conhecimentos de
biosseguranca.

Nesse sentido, insere-se a educacéo profissional, que objetiva a formacao, qualificacdo
e habilitagdo do profissional, orientada aos problemas mais relevantes da sociedade. Os

profissionais devem desenvolver e promover competéncias no campo da tomada de decisfes e
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habilidades para avaliar, sistematizar e decidir a conduta mais apropriada, essa realidade afeta
também os trabalhadores do setor terciario, seguimento que envolve a prestacao de servigos as
empresas e aos consumidores finais e, principalmente, aqueles que desenvolvem atividades na
area da saude, como por exemplo aqueles que trabalham com realizacdo de consultas, exames
diagnosticos, cirurgias, aplicacdo de medicamentos, entre outras e, onde a biosseguranca insere-
se como temaética obrigatoria, devido aos riscos, exigindo uma constante qualificacdo
profissional (FEUERWERKER, 2003).

Segundo Neves e colaboradores (2006), educar é envolver o individuo em sua
totalidade, considerando as variaveis da cultura e histéria de cada um. Desta forma, em relagéo
a biosseguranca, entendida como acao educativa que tem como objetivo prevenir acidentes na
area de saude, os autores afirmam que a ela ndo deve ser resumida a treino e introjecdo de
normas, Visto que essa compreensdo coloca importantes implicacdes a saude do trabalhador,
uma vez que considera 0s agentes como sujeitos da aprendizagem. Nesse sentido, € de extrema
importancia destacar que, mais do que normatizar, é preciso comprometimento de uma
organizacdo/empresa/instituicdo com a formacéo do seus alunos e/ou funcionarios para que 0s
espacos e as praticas atendam aos requisitos necessarios para a reducéo dos riscos.

Portanto, conhecer e entender os processos de ensino da biosseguranca é um relevante
instrumento estratégico-pedagogico, para diminuir a defasagem atual entre o ambiente da
escola e o do trabalho, no que se refere a biosseguranca. Este fato influencia, a formacéo
profissional e académica nessa area e com impactos significativos no mercado de trabalho atual
(COSTA, 2005).
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4 CONCLUSOES

Apesar dos intensos estudos ja realizados, muito pouco ainda se sabe sobre possiveis
fatores que podem estar envolvidos na evolucdo das leishmanioses para a cura clinica e a
protecao contra recidivas e reinfeccdes. As leishmanioses permanecem como uma das doencas
parasitarias de grande impacto para a humanidade. Pode-se afirmar que ainda h& muitas
questBes ndo respondidas, e pensar sobre elas, além de ser um bom exercicio, é acima de tudo
uma necessidade. Estudos sistematicos avaliando varios aspectos (clinicos e laboratoriais)
poderiam trazer subsidios para o conhecimento da dindmica do processo infeccioso.

Apbs a realizacdo do estagio supervisionado realizado no laboratério de pesquisa em
leishmaniose, colegdo de leishmania do Instituto Oswaldo Cruz e laboratério de referéncia
nacional para tipagem de leishmania, pertencentes ao Instituto Oswaldo Cruz da Fundagéo
Oswaldo Cruz, pode-se afirmar que os objetivos e perspectivas foram superados, pois durante
este periodo foi possivel acompanhar a execucdo de pesquisa, desenvolvimento tecnologico e
inovacdo nas areas de eco-epidemiologia molecular, diagnéstico e acervo de leishmanioses,
colocando assim em prética os conhecimentos adquiridos durante a formagdo académica. Além
disso, a convivéncia direta com a pesquisa cientifica permitiu uma formacdo mais critica na
area, gerando um interesse ainda maior pela mesma e a certeza do caminho a ser seguido ap6s
a finalizacdo do curso. Assim, o estagio proporcionou um crescimento académico, profissional

e pessoal como futuro Médico Veterinario.
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ANEXO A — Taxonomia da Leishmania
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ANEXO B - Certificado de Concluséo de Estagio




