UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
“JULIO DE MESQUITA FILHO”

FACULDADE DE MEDICINA VETERINARIA DE ARACATUBA

AVALIACAO DA RESPOSTA IMUNE CELULAR DE
SANGUE PERIFERICO E MEDULA OSSEA PELA
TECNICA DE IMUNOCITOQUIMICA EM CAES
VACINADOS PARA LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA

Milla Bezerra Paiva
Médica veterinaria

ARACATUBA-SP
2012



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
“JULIO DE MESQUITA FILHO”

FACULDADE DE MEDICINA VETERINARIA DE ARACATUBA

AVALIACAO DA RESPOSTA IMUNE CELULAR DE
SANGUE PERIFERICO E MEDULA OSSEA PELA
TECNICA DE IMUNOCITOQUIMICA EM CAES
VACINADOS PARA LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA

Milla Bezerra Paiva

Orientadora: Profa. Ass. Dra. Maria Cecilia Rui Luvizotto

Dissertacdo apresentada a Faculdade de Medicina
Veterinaria de Aracatuba- UNESP, como parte das
exigéncias para a obtencdo do titulo de Mestre em
Ciéncia Animal (Clinica, Cirurgia e Reproducéo
Animal).

ARACATUBA-SP
2012



Catalogacéo na Publicag&o(CIP)

Servico de Biblioteca e Documentacdo — FMVA/UNESP

P149a

Paiva, Milla Bezerra
Avaliacdo da resposta imune celular de sangue periférico e medula
Gssea pela técnica de imunocitoquimica em caes vacinados para

Leishmaniose visceral canina / Milla Bezerra Paiva. — Aracatuba: [s.n], 2012.

73 f.il.; CD-ROM

Dissertacao (Mestrado) - Universidade Estadual Paulista,
Faculdade de Medicina Veterinéria, 2012.

Orientador: Prof* Maria Cecilia Rui Luvizotto

1. Cao. 2. Imunocitoquimica. 3. Leishmania. 4. Linfdcito. 5. Medula éssea.
6. Sangue periférico.

CDD 636.708982







DADOS CURRICULARES DO AUTOR

MILLA BEZERRA PAIVA - Rio de Janeiro — RJ, 14 de junho de 1983.
Cursou o ensino fundamental e médio no Colégio Nossa Senhora Rainha dos
Coracdes. Ingressou no curso de Medicina Veterinaria em 2004.1 pela
Universidade Castelo Branco (UCB)- RJ e recebeu o titulo de Médica
Veterinaria em 2008.2. Durante a graduacédo, foi monitora das disciplinas de
Microbiologia e Patologia, além de fazer trés estagios extra-curriculares no
Departamento de Patologia Veterinaria da UNESP-Botucatu, estagio no
Instituto Municipal de Medicina Veterinaria Jorge Vaitsman (RJ) também no
Departamento de Patologia Veterindria e estagio na Clinica Escola de
Pequenos Animais da UCB-RJ. Realizou aperfeicoamento profissional na area
de Patologia Veterinaria no ano de 2009 na UNESP-Aracatuba. Iniciou o curso
de pés-graduacdo em Ciéncia Animal na UNESP-Aracatuba no ano de 2010,
sendo bolsista CAPES, CNPq e posteriormente bolsista da Fundacdo de
Amparo a Pesquisa do Estado de Sao Paulo.



EPIGRAFE

“Determinacdo coragem e autoconfianca sdo
fatores decisivos para o sucesso. Se estamos
possuidos por uma inabalavel determinacdo
conseguivemos supevd-los. Independentimente
das  circustancias, devemos ser  sempre
humildes,recatados e despidos de orgulho.”

(Dalai Lama)



DEDICATORIA

Dedico este travtallio a meus pats, minfia 1md e
meu sobrinfio, que se sacrificaram para me
ajudar a evoluir e conclutr esta etapa tdo
Importante para minfia formacdo profissional,
sempre com muito amor e Compannerrismo.



AGRADECIMENTOS

Aos meus pais Sérgio Luis de Almeida Paiva e Sandra Suely Bezerra
Paiva, que me ensinaram a ter perseveranca e dedicacdo, mas sempre com
muito respeito e humildade. Por confiarem em minhas escolhas e me apoiarem
nos caminhos da vida.

A minha irma Belle Bezerra Paiva, que sempre me ensinou a ter os pés
no chdo ao tomar minhas decisdes. Por sempre ter ajudado e estado do meu
lado com palavras confortantes nos momentos em que pensei em desistir.

Ao meu sobrinho Gabriel Paiva de Mello, por sempre me dar tanto amor
e alegria gratuitos sem esperar nada em troca.

Aos meus primos, por nunca deixarem diminuir meu contato com as
raizes, sempre presentes com muita alegria e amor.

A minha orientadora Maria Cecilia Rui Luvizotto, por ter me dado
liberdade para que eu fizesse minhas escolhas e aprendesse com elas. Por ter
acreditado e confiado em mim, sempre me incentivando a crescer.

A amiga Gabriela Mayumi Gouveia, por ter estado ao meu lado nesta
etapa, independente do problema ou da diversdo. Sou muito grata a toda a
ajuda na execucéo deste projeto.

Aos meus amigos queridos, por sempre me apoiarem e me alegrarem do
jeito que fosse possivel. Por me aceitarem como sou independente do humor
ou da fase que eu estava passando. Por me darem conselhos quando eu mais
precisei. Meus irméaos de escolha.

Ao doutorando Heitor Flavio Ferrari, por ter me ajudado na etapa de
coleta do material, sempre muito solicitamente.

A Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de S&o Paulo, pelo auxilio
financeiro concedido neste periodo de realizacdo do mestrado.

A UNESP- Faculdade de Medicina Veterinaria de Aracatuba- por ter me
acolhido e auxiliado a completar esta etapa na minha vida profissional.

A Secdo de Pos-Graduacdo da UNESP- Aracatuba, por sempre ter me

ajudado na parte burocratica com muita paciéncia e informacao



As funcionéarias da biblioteca, que sempre estiveram dispostas a me
ajudar a encontrar minhas fontes de consulta, sempre com muito bom humor e
profissionalismo. Também por terem sido tdo gentis em fazer as correcdes da
minha dissertacao.

A todos que de alguma forma contribuiram para que eu concluisse este
projeto com palavras de carinho, agcdes minimas ou primordiais, abragos,

SOrrisos ou criticas construtivas.



SUMARIO

Péagina

CAPITULO 1- CONSIDERACOES GERAIS ..ottt 15
1.1, EPIAEMIOIOQIA. . .uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiii e 15
22 O o] (o N o] T ] [ T [ [ 10 18
1.3. RESPOSIA IMUNE ..eeiiiii et e e e e e e e e e s 19
1.4. Controle e diagndstico da LV ........cooiiiiiiiiiiiiii e 22
T Y £ Vol 1 = Uox= Lo LS 23
T O (o T 1[0 7= U 1 25
1.7, ODJELIVOS ... e ———— 26
ST T =T =7 g ox = 1 27

CAPITULO 2. AVALIACAO IMUNOCITOQUIMICA DA RESPOSTA IMUNE
CELULAR EM SANGUE PERIFERICO E MEDULA OSSEA DE CAES

VACINADOS PARA A LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA .....ccoceeiieeeeeee, 39
RESUIMO ...ttt sttt bbb et et aesbe e neste s 39
ADSITACT ...ttt bbb b b e eae e 40
T (oo 18 Tor> o 1SRRI 41
Material € MELOTOS ........coveiriieieeee e e 42
RESUIATOS ...ttt sttt sbe b besne s e 44
DISCUSSAD.....ccueeuieieiesie sttt ste st sttt ettt e te s b e s besae e bt ese et e s ebestesbesseeneenens 48
(©70] [ 11 151- T 10O SRR 50
Referéncias bibliografiCas .........ccoveoieiicicci e 51

CAPITULO 3- CITO INCLUSAO DE CAPA LEUCOCITARIA E MEDULA

OSSEA DE CAES: PADRONIZAGCAO DA TECNICA.......oiieeeeeeeeeeeeeereeneees 56
RESUMIO ...t e e et e e e e et e e e e eeatae e e e enreeeaeeaneaeeeenasenaeanns 56
ADSITACT ...ttt et e et e e e te e e e be e e eabe e e eareeeenreeennes 57
o] (oo [8 o= o IR URUPUSRPRRPRR 58

MAtErial € METOTOS ...t et e e e e e e e e e e eee e e e e e e e e e e 60



ReSUAdOS € AISCUSSEO.....ccco e
CONCIUSBO e mnnsnnmnnnmnnnnsmnnnnnns

Referéncias biblIOgrafiCas .........cccoeviiririneinee e

APENDICE A- NORMAS PARA PUBLICACAO.......cooueieeeeeeeeeeseeeeresesenneens



LISTA DE TABELAS

Pagina
Casos humanos confirmados de LV no Brasil (2007-2010) ..........ccceevvvvvvennnnees 17
Casos humanos confirmados de LV na Regido Sudeste (2007-2010) ............. 17
Anticorpos anti-CD4, anti-CD8 € FOXP3........ooviiviiiiiiiiiiieeiee e 43

Percentual de imunomarcacgédo dos anticorpos anti-CD4, anti-CD8 e FOXP3 na
capa leucocitaria dos grupos de animais negativos (Gl), vacinados (Gll) e
POSItIVOS (GlI) Para @ LVC...... .. e 45

Percentual de células positivas para os anticorpos anti-CD4, anti-CD8 e FOXP3
na medula 6ssea dos grupos de animais negativos (Gl), vacinados (Gll) e
POSItIVOS (GlI) para @ LVC.......cooiiiiiiee e 47



LISTA DE FIGURAS

Pagina

Reacdo de imunocitoquimica para os anticorpos anti-CD4 (A) e anti-CD8 (B)

em amostra de capa l@UCOCITANIA. ........ccceiiiuuiiiiiee e 46

Reacado de imunocitoquimica para o anticorpo anti-CD8 na medula 6ssea......48

llustracdo de amostras de capa leucocitaria e medula 6ssea. Aspecto das cito

inclusGes de capa leucocitaria (A) e medula 6ssea (B) a macroscopia............. 64



AVALIACAO DA RESPOSTA IMUNE CELULAR DE SANGUE PERIFERICO
E MEDULA OSSEA PELA TECNICA DE IMUNOCITOQUIMICA EM CAES
VACINADOS PARA LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA

RESUMO- O objetivo dessa pesquisa foi analisar a resposta imune celular de
cées negativos (Gl), vacinados (Gll) e positivos (Glll) para a LVC por meio da
imunocitoquimica para os anticorpos anti-CD4, anti-CD8 e FOXP3 na capa
leucocitaria e medula éssea. Na capa leucocitaria, quando comparados 0s
grupos entre si, ndo houve diferenca estatistica para as células T CD4. Os
grupos | e lll apresentaram maior imunomarcacao para anti-CD8. Embora néo
tenha sido observada diferenca estatistica (p>0,05), a imunomarcacao para
FOXP3 mostrou os menores valores percentuais nos trés grupos estudados.
Os grupos | e Il apresentaram maior imunomarcacao para anti-CD4, seguida do
anti-CD8, quando comparados 0s anticorpos em cada grupo separadamente.
Nos animais do grupo Ill, foi observada maior expressdo de células
imunorreativas ao anti-CD8 seguida do anti-CD4, e valores reduzidos para
FOXP3. Nas células da medula 6ssea nao foi verificada diferenca estatistica na
expressao dos anticorpos anti-CD4, anti-CD8 e FOXP3 quando comparados os
grupos entre si. Na andlise comparativa entre os anticorpos testados,
entretanto, foi observada maior marcacédo para o anticorpo anti-CD4 em Gl,
auséncia de diferenca estatistica em GIl e maior percentual de células positivas
para anti-CD8 em Glll. Os valores de FOXP3 também se mantiveram reduzidos
em todos 0s grupos. A técnica de cito inclusdo foi padronizada com sucesso,
obtendo 68% de viabilidade para amostras da capa leucocitaria e medula
0ssea. Os resultados obtidos neste estudo indicam que a presenca de células
T CD4+ e CD8+ em animais vacinados, em associacdo a expressao reduzida
do marcador de células T regulatorias FOXP3, sugerem que a vacina
Leishmune® exerce um efeito estimulatério na resposta imune celular de cées,

promovendo um incremento da resposta protetora Thl.

Bolsista FAPESP. Processo n° 2009/12895-7



Palavras-chave: cdo, imunocitoquimica, Leishmania, linfécito, medula 6ssea,

sangue periférico.



IMMUNOCYTOCHEMICAL EVALUATION OF CELLULAR IMMUNE
RESPONSE FROM PERIPHERAL BLOOD AND BONE MARROW IN DOGS
IMMUNIZED FOR CANINE VISCERAL LEISHMANIASIS

SUMMARY: The aim of this research was to analyze the cellular immune
response of negative (Gl), vaccinated (Gll) and positive (Glll) dogs for VCL by
immunocytochemistry for CD4, CD8 and FOXP3 antibodies on the buffy coat
and bone marrow. In the buffy coat, when compared the three groups together,
there was no statistical difference in CD4+ T cells. Groups | and Il showed
higher immunostainning for anti-CD8. Although no statistical difference was
observed, immunostainning for FOXP3 showed the lowest percentages in all
three groups. Groups | and Il showed higher immunoreactivity to anti-CD4
followed by anti-CD8 antibodies when compared each group separately. In
group lll, we observed increased expression of immunoreactive cells to anti-
CDS8 followed by anti-CD4, and reduced values for FOXP3. In bone marrow
cells there was no statistical difference in the expression of anti-CD4, anti-CD8
and FOXP3 antibodies in the three groups. The comparative analysis between
the antibodies tested, however, revealed greater cellularity expressing anti-CD4
in GlI, and higher percentage of anti-CD8 positive cells in GlIl. The group Il
showed no statistical difference between the antibodies analyzed. FOXP3
values also remained low in all groups. The results of this study indicate that the
presence of CD4 + and CD8 + T Iymphocytes in the vaccinated animals,
combined with reduced expression of the marker of regulatory T cells FOXP3

®

suggest that Leishmune = vaccine exerts a stimulatory effect on immune

response of dogs, promoting an increase in the protective Thl response.

Keywords: bone marrow, canine, immunocytochemistry, Leishmania,

lymphocyte, peripheral blood.
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CAPITULO 1- CONSIDERACOES GERAIS

1.1 Epidemiologia

A leishmaniose € uma enfermidade causada por protozodrios do género
Leishmania sp. (ALVAR et al., 2004; ROSS,1903), pertencentes a classe
Kinetoplasta, ordem Trypanosomatida e familia Trypanosomatidae (REY,
2001). O complexo Leishmania donovani é constituido pelas espécies L.
donovani (india e Africa Central) e L. infantum (Américas, Oriente Médio, Asia
Central, China e Regido Mediterranea) e € responsavel pela Leishmaniose
Visceral (LV) no Velho Mundo e Novo Mundo (PALATNIK-DE-SOUSA; DAY,
2011).

A leishmaniose visceral é transmitida, no novo mundo, por insetos
flebotomineos pertencentes ao género Lutzomyia, com destaque para
Lutzomyia longipalpis (LAINSON et al.,1987; MOURA, 2007) e, mais
recentemente, L. cruzi (DE ALMEIDA et al., 2010). Estes vetores mostraram-se
altamente adaptados aos cenarios brasileiros urbanos e periurbanos nos
altimos 30 anos, promovendo o aumento de casos de leishmaniose visceral a
medida que as cidades tornavam-se mais populosas. Este fenébmeno foi
observado em outros paises, como a Itélia, Marrocos, Iran e México (HARHAY
et al., 2011).

Epidemiologicamente, a doenga possui dois diferentes ciclos: o
zoonotico e o antropondtico. A leishmaniose visceral zoonética (LVZ), causada
pela L. infantum, é transmitida por vetor flebotomineo e possui como
reservatorio principal os cées. Neste ciclo ha auséncia de parasitismo
sanguineo em humanos. Os casos de leishmaniose visceral zoonoética sé@o
mais encontrados na Africa, Regido Mediterranea e nas Américas. A
leishmaniose visceral antroponotica, associada a L. donovani, é caracterizada
pelo parasitismo sanguineo e cutaneo acentuado e presenca de vetor

antropofilico, tornando o0os humanos reservatorios do parasito e, por
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consequéncia, transmissores potenciais da doenca (antroponose legitima).
(ADLER; THEODOR, 1932; ADLER, 1940; PALATNIK-DE-SOUSA et al., 2001,
PALATNIK-DE-SOUSA,; DAY, 2011)

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), os casos de
LVZ em humanos estédo relacionados em sua maioria a pacientes portadores
do virus HIV, transplantes de érgaos infectados (receptores imunodeprimidos)
e criancas. Além disso, mais de 90% dos casos de leishmaniose visceral
humana ocorrem na india, Suddo Bangladesh e Brasil. Nas Américas, 90% dos
casos estéo localizados no Brasil (HARHAY et al., 2011; MILES, 1999).

A expansdo da LV na Europa, Asia, Africa e Américas deve-se a um
conjunto de fatores, como a migracao de pessoas e caes infectados para locais
onde existe o vetor, alteracbes no habitat dos flebotomineos devido ao
aguecimento global, maior incidéncia de viajantes que se deslocam com seus
cédes, urbanizacdo da doenca apds desmatamento e frequente co-infeccao em
individuos HIV positivos (DUPREY et al., 2006; EVANS; KEDZIERSKI, 2012;
HARHAY et al., 2011; MAGUILL, 1995; WITT et al., 2009).

No Brasil, foi relatada pela primeira vez em 1913, no estado de Mato
Grosso (ALENCAR; DIETZE, 1991). De 1980 a 2005, cerca de 82% dos casos
de LV se localizaram na regido nordeste. No ano de 2005, porém, o percentual
de casos positivos que era de 18% passou a 44% nas demais regides e desde
entdo tem sido observada em todas as regifes do territorio brasileiro (BRASIL,

2006), como descrito na Tabela 1.
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Tabela 1- Casos humanos confirmados de LV no Brasil (2007-2010)

Regibes 2007 2008 2009 2010
Regi&o norte 847 815 709 636
Regido nordeste 1741 1739 1754 1662
Regido Sudeste 679 723 641 629
Regido Sul 3 0 8 2
Regido centro- 331 322 275 303
oeste

Fonte: Sinan/SVS/MS - atualizado em 23/7/11.

Na regido sudeste, os estados de Minas Gerais e Sado Paulo destacam-se
por apresentarem nuimeros muito superiores de LV confirmados, em comparacao

com as demais (Tabela 2).

Tabela 2- Casos humanos confirmados de LV na Regido Sudeste
(2007-2010)

Regidao Sudeste 2007 2008 2009 2010

Minas Gerais 421 471 464 469
Séo Paulo 256 250 169 157
Espirito Santo 0 2 5 3
Rio de Janeiro 2 0 3 0

Fonte: Sinan/SVS/MS - atualizado em 23/7/11.

No estado de S&o Paulo, de 1999 a 2006, a doenca em humanos ja
havia sido registrada em 34 municipios das regies de Aragatuba, Bauru,
Marilia e Presidente Prudente. A Leishmaniose Visceral Canina (LVC), até
2002, foi registrada em 29 municipios do estado e a prevaléncia de casos
humanos foi maior em municipios onde a doencga ja havia sido detectada em

cdes. O municipio de Aracgatuba é responsavel pelo maior nimero de casos do
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estado e a expansao da doenca se explica pela adaptacéo do vetor em novos
municipios (CAMARGO-NEVES, 2004; SUCEN; CCD, 2006).

A Leishmaniose Visceral Canina (LVC) é uma doenca de carater
zoonatico e esta fortemente relacionada ao aumento de casos em humanos,
por este motivo € considerada de grande importancia em Medicina Veterinaria
e Saude Publica (BRASIL, 2006; DEANE; DEANE, 1962). A transmissdo da
LVC é feita principalmente pelos vetores flebotomineos, porém ja foram
observadas transmissdes verticais em animais naturalmente infectados e por
transfusédo sanguinea (BOGGIATO et al., 2011; SILVA et al., 2009).

Os sinais clinicos principais da LCV sé&o: onicogrifose, hepatomegalia,
esplenomegalia, linfadenomegalia, alopecia, dermatites, coriza, apatia,
caquexia, diarreia, artrites, conjuntivite e hiperqueratose. Os cades podem ser
divididos quanto a presenca de sinais clinicos em assintomaticos (auséncia de
sinais clinicos caracteristicos da LVC), oligossintoméaticos (quantidade
reduzida de sinais clinicos) e sintomaticos (presenca dos sinais mais comuns
da doenca) (BRASIL, 2006).

1.2 Ciclo bioloégico

O ciclo parasitario da Leishmania spp. ocorre quando o vetor ingere
as formas amastigotas presentes no interior de células fagociticas ou em meio
extracelular ao fazer o repasto sanguineo. O protozoario diferencia-se em
formas flageladas no interior do trato digestério do inseto, denominadas
promastigotas, que representam a forma infectante aos hospedeiros
vertebrados. Ao migrarem para a probéscide do inseto, passam para o
hospedeiro durante o proximo repasto sanguineo, onde se multiplicam e se
diferenciam em formas amastigotas. Durante o processo de multiplicacdo dos

parasitos, ocorre 0 rompimento dos macréfagos, liberando as formas
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amastigotas que infectam novas células e perpetuam o ciclo parasitario
(CUNNINGHAM, 2002; KILLICK-KENDRICK, 1990).

1.3 Resposta imune

A resposta imune induzida na infeccdo por Leishmania em cées e
humanos pode ser do tipo humoral e/ou celular. A resposta humoral se d& pelo
aumento na producao de imunoglobulinas, especialmente 1gG, que além de ser
incapaz de promover protecdo contra este parasito, contribui para a progressao
da doenca com a producéo de altas concentracdes de interleucina 10 (IL-10)
em modelo experimental murino (REY,2001; SHARMA; SINGH,2009).

Apés internalizar em células fagociticas do hospedeiro, como
macrofagos, células dendriticas e neutréfilos, as formas promastigotas se
diferenciam em formas amastigotas, que driblam o primeiro mecanismo de
defesa do hospedeiro ao resistirem a protedlise e degradacdo pelos
fagolisossomos. Este processo de permanéncia no interior de fagdcitos
promove um mecanismo de escape frente a resposta imune humoral, que nao
€ capaz de detectar os parasitos sem que os fagoécitos os apresentem como
antigenos (SHARMA; SINGH, 2009).

Os macrofagos e as células dendriticas desempenham diferentes
funcdes na tentativa de destruicdo do antigeno, tanto na execucdo de acles
diretas a membrana e ao material genético do parasito, quanto atuando como
célula apresentadora de antigenos aos linfécitos T. A diferenciacéo de células
T imaturas em Thl se faz através da estimulacdo dessas pela interleucina 12
(IL-12), produzida por células dendriticas e macréfagos. Esta diferenciagéo é
responsavel pela resposta protetora durante a infeccdo por Leishmania, ao
estimular a producdo de interferon gamma (IFN- y) e fator de necrose tumoral
(TNF-a). Em contrapartida, a interleucina 4 (IL-4) estimula a diferenciacdo de

linfécitos T imaturos em Th2, conferindo ao hospedeiro a suscetibilidade ao
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parasito por induzir a diminuicdo nos niveis de IL-12 e IFN-y (CUNNINGHAM,
2002).

Rosa et al. (2006) observaram, por meio da reacdo em cadeia de
polimerase (PCR) em tempo real em células cultivadas do sangue periférico de
cobaias, que linfocitos T CD4+ e T CD8+ desempenham papel fundamental
na indugcdo da resposta Thl e consequentemente na manutencdo da
resposta imune protetora em cobaias resistentes e suscetiveis a LV.

Os linfocitos T CD4+ séo responsaveis pela producéo de IFN- y. Estudos
sugerem que o papel de linfécitos T CD8+ ¢é igualmente importante na
imunidade protetora de hospedeiros infectados com a produgdo concomitante
de IFN- vy, aliado a acao citotoxica, embora sua funcdo especifica ndo seja
totalmente compreendida (GOMES-PEREIRA et al., 2004; RODRIGUES et al.,
2003; SMITH et al., 1991; TSAGOZIS et al., 2005).

Caes naturalmente infectados com Leishmania mostraram percentual
inferior de linfocitos T CD4+ no sangue periférico em comparacdo com caes
saudaveis (ALVAR et al., 2004; REIS et al.,2006). Além disso, o decréscimo
de células T CD4+ promovia um incremento na transmissibilidade do
parasito aos vetores flebotomineos (GUARGA et al., 2000).

Em modelo experimental utilizando a citometria de fluxo, a analise da
populacdo de linfécitos de cobaias resistentes a leishmaniose visceral em
cultivo in vitro, revelou a contribuicdo de células T CD8+ na regulacéo
positiva de IFN- y no estagio inicial, modulando a resposta de linfécitos T
CD4+. As subpopulagbes de linfoécitos poderiam contribuir para o controle da
multiplicacdo de parasitos na fase inicial da doenca (TSAGOZIS et al.,
2005).

O percentual de linfécitos T CD4+ e CD8+ ndo mostrou variacado
importante no cultivo de células esplénicas de cobaias infectadas, submetidos
a técnica de citometria de fluxo (GOMES- PEREIRA et al., 2009).

Lezama-Davila e Gallagher (1995), em estudo com Leishmania

mexicana, comprovaram o papel protetor dos linfocitos T cD4" e T cD8" ao
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verificarem a regressdo da doenca em camundongos nos quais foram
implantados linfécitos de animais previamente vacinados.

Rohtagi et al. (1996) elaboraram um estudo que analisou as
subpopulacdes de linfocitos T CD4+ e CD8+ no sangue periférico, medula
O0ssea e baco, utilizando a técnica de imuno- histoquimica. No sangue
periférico, os valores de células T CD4+ foram significativamente menores nos
pacientes com a doenca aguda e cronica em relacdo ao grupo controle; ja as
células CD8+ apresentaram o mesmo resultado apenas na doenca crénica. Na
medula 6ssea, as células T CD4+ mostraram maiores indices nas duas fases
da doenca; contudo, as células T CD8+ obtiveram menores valores na doenga
aguda. Estes achados sugerem que diferentes compartimentos do organismo
do hospedeiro sdo capazes de gerar resposta imune celular com diferentes
perfis de linfécitos T.

Em revisdo analisando a resposta imune frente a infeccdo por
Leishmania spp. foi verificado que ndo houve diferenga nas células T CD4+ no
sangue periférico entre cdes saudaveis e infectados pelo parasito, sugerindo
que o perfil imune dessas células ndo pode ser utilizado como marcador
prognostico da doenca. No entanto na medula 6ssea ndao foram observadas
mudancas significativas nos valores de células T CD4+ e CD8+, levantando a
hipétese de que o controle da infeccdo na medula éssea néo esta relacionado
com a proliferacdo dessas subpopulagdes de células (MAIA; CAMPINO, 2012).

A susceptibilidade e a resisténcia a infeccdo por Leishmania spp.
também estd associada, em modelos experimentais com camundongos
(BELKAID, 2002), a presenca de uma subpopulacdo Unica de células T, as
células T regulatérias (CD4+CD25+). Estas células estédo relacionadas com a
producdo de IL-10 ao inibir a atuacdo das células T efetoras, que atuam
especificamente em antigenos nado proprios como 0s parasitos do género
Leishmania. Além deste fato, ao estudar camundongos resistentes a infeccao
por Leishmania spp., Rodrigues et al. (2009) contatou que 0s animais com
deficiéncia de IL-10 apresentaram cura ap0s a melhora espontanea das lestes

cutaneas, enquanto que nos que apresentavam niveis normais da citocina isto
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ndo era observado Estes achados sugerem que as células T regulatorias
possuem importante papel em promover a persisténcia do parasito e na
promocao de infec¢des crbnicas.

As células T regulatérias também atuam inibindo a producdo de IFN- y
e IL-12 por meio de um mecanismo que requer contato direto célula a célula.
(NAGASE et al., 2010; RODRIGUES et al., 2009; SHARMA; SINGH, 2009).
Para a identificacdo dessas células T, séo utilizados marcadores para CD4+
e CD25+, porém € necessaria a expressdo conjugada do fator de
transcricdo FOXP3, visto que células T recentemente ativadas expressam o
CD25+ (BOER et al., 2007). Embora o papel das células T regulatérias seja
amplamente explorado em modelos experimentais de infec¢cdo por Leishmania,
muito pouco se sabe sobre a relevancia dessa subpopulacdo em animais

vacinados para a LVC

1.4 Controle e diagnéstico da LV

O controle da LV, segundo recomendacfes da OMS, é realizado através
do tratamento de pacientes humanos, eutandsia de caes infectados
soropositivos para a doenca e utilizagdo de inseticidas nas residéncias de
areas endémicas (PALATNIK DE SOUSA et al.,, 2009; TESH, 1995). A
eutanasia de caes infectados reduz a prevaléncia da LV humana, mas estudos
recentes demonstram que o uso de colares inseticidas associado a vacinacao
dos cées e utilizacdo de sprays inseticidas nas residéncias pode substituir esta
pratica de controle da doengca em é&reas endémicas (PALATNIK DE SOUSA;
DAY, 2011).

O diagnéstico da LV pode ser feito através da demonstracéo do parasito
em microscopia oOptica, cultivo in vitro ou inoculagdo em animais, deteccdo do
DNA parasitario, imunodiagnostico com detec¢do de antigenos parasitarios ou
imunoglobulinas especificas e por fim testes de imunidade celular especifica
para Leishmania spp (SUNDAR; RAI, 2002).
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O método de diagndstico ideal para a LV deve possuir alta sensibilidade
e especificidade, além de diferenciar pacientes com a doenca aguda de
assintomaticos. Precisam também ser de baixo custo e de simples realizacao,
visando aplica¢do na rotina diagnéstica (CHAPPUIS et al., 2007).

Para a deteccdo direta do parasito, existe a citologia aspirativa de
linfonodos, medula 6ssea e baco, que possuem alta especificidade, mas a
sensibilidade é variavel, com maior percentual para a citologia de baco (93 a
99%), seguida da medula éssea (53 a 86%) e por ultimo de linfonodo (53 a
65%) (BABIKER et al., 2007; HO et al., 1948; SIDDIG et al., 1988; ZIJLSTRA et
al.,1992).

Métodos para deteccdo de anticorpos também sdo amplamente
utilizados, porem possuem limitagdes como a permanéncia de anticorpos para
0 parasito em duas situacfes: ap0s a cura dos pacientes e em individuos
saudaveis residentes de areas endémicas para a doenca. Por isso, a detec¢éo
de anticorpos deve ser utilizada juntamente com o diagndstico clinico para
maior eficacia do método (CHAPPUIS et al., 2007).

A reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI), o0 ensaio
imunoenzimatico (ELISA) e o western blot possuem elevada acuracia
diagnédstica, mas sédo pobremente adaptaveis ao uso na rotina diagndstica.

Existem também diagndsticos moleculares, como a Reacdo em Cadeia
da Polimerase (PCR), porém sdo consideradas técnicas de alto custo e
complexas, restritas principalmente a centros de pesquisa (BOELAERT et al.,
2004; CHAPPUIS et al., 2007).

Para facilitar o diagndstico da doenca na rotina médica e veterinaria,
foram desenvolvidos os testes de aglutinacdo direta (DAT) e o teste
imunocromatografico para o antigeno recombinante K39 , que mostraram
elevada sensibilidade e especificidade, além de serem de facil aplicacdo e
relativamente rapidos (BOELAERT et al., 2004; CHAPPUIS et al., 2007).
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1.5 Vacinagéo

O uso de vacinas contra LVC €& uma importante estratégia para a
reducdo da enfermidade canina, reducdo de casos de LV em humanos e
auxiliando na erradicacdo da doenca em cdes (ARAUJO et al., 2008),
afirmacado esta comprovada por Palatnik et al. (2009) ao analisar o
comportamento da doenca antes e apds a introdugédo da vacinagdo em céaes
nos municipios de Aracatuba-SP e Belo Horizonte-MG.

Combina¢gbes de imunizacdo contra a LVC foram desenvolvidas e
testadas, como vacinas com o parasito vivo (primeira geracao), antigenos de
Leishmania spp. purificados ou bactérias vivas recombinantes que expressam
antigenos de Leishmania spp. (segunda geracdo) e plasmidios que codificam
DNA antigénico.

Uma vacina de segunda geracdo, composta por fracbes glicoprotéicas
purificadas isoladas de Leishmania donovani (FML- Fucose Manose Ligand) e
adjuvante saponina, possui potencial protetor comprovado pela literatura
(ARAUJO et al., 2009; SARAIVA et al., 2006). Sua eficacia gira em torno de 92
a 95%, desenvolvendo uma resposta celular acentuada e bloqueando a
transmissdo da LVC, mesmo apés 3 anos e meio da vacinacdo (BORJA-
CABRERA et al., 2002; DANTAS- TORRES, 2006; NOGUEIRA et al., 2005).

A FML-saponina segue um esquema de vacinacdo de trés doses com
intervalo de 21 dias entre elas em cdes com idade minima de quatro meses
e sorologicamente negativos para LVC e revacinacdo anual (FORT DODGE,
2004).

Estudos comparativos utilizando a técnica de citometria de fluxo do
sangue periférico observaram que caes vacinados com FML- saponina
mostraram mudancas fenotipicas e aumento de células T CD8+, enquanto que
cédes vacinados com a leishvacina (componente antigénico de Leishmania
(Leishmania) amazonensis e BCG como adjuvante) desenvolveu uma
resposta mista, com mudancas fenotipicas em linfécitos T e B

(principalmente linfécitos T CD4+) e ativacgao transitoria de linfoécitos T CD8+
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(ARAUJO et al., 2008). Quanto a producéo de citocinas, a leishvacina produziu
uma resposta mista de IFN-y e IL-4, enquanto que a vacina FML- saponina
revelou altos niveis de IFN-y (ARAUJO et al., 2009; LIMA et al., 2010).

Um estudo com sangue periférico de cdes imunizados contra LVC cuja
vacina era constituida de extrato da saliva do vetor flebotomineo e adjuvante
saponina demonstrou incremento de linfécitos T CD4+ e T CD8+ por meio da
técnica de citometria de fluxo (GIUNCHETTI et al., 2008).

1.6 Cito incluséo

A cito inclusdo em blocos de parafina é definida pelo ato de inserir
amostras citologicas em blocos de parafina, sendo amplamente utilizada em
medicina e visando a conservacdo e aproveitamento maximos do material
coletado, promovendo maior qualidade no diagndstico e possibilitando a
utilizacdo da amostra em testes mais especificos, como a imunocitoquimica
(ARDENGH et al. 2008; LIU et al.,1998; MAYALL et al.,1997; VARSEGI;
SHIGHAM, 2009). Embora amplamente utilizada e reconhecida, poucas séo as
informacBes sobre a contribuicdo dessa técnica para o diagnostico em
Medicina Veterinaria.

Para se desenvolver e padronizar uma técnica de cito inclusao, devem-
se obedecer os seguintes requisitos: manutencdo da morfologia celular e
arquitetura tecidual; otimizacdo do tempo de processamento das amostras sem
perda de qualidade do material, obtencdo de material de reserva suficiente
para a realizacdo de testes como coloracdes especiais e reacgdes de imuno-
histoquimica; e por fim, desenvolvimento de método simples, de custo reduzido
e reprodutivel (BURT et al., 1986; KULKARNI et al., 2008; NATHAN et al.,
2000). Além destes requisitos, devem ser respeitadas as variaveis da
adaptacao da técnica para diferentes laboratérios, que dependem da estrutura

fisica, parque de equipamentos, finalidade, material e investimento disponivel
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para a execucdo dos procedimentos (GURLEY et al., 1992; NATHAN et al.,
2000).

Os materiais mais utilizados na técnica de cito incluséo séo as efusoes,
as puncbes aspirativas por agulha fina (PAAF) de nodulos e/ou 6rgaos,
secrecBes lavados vesicais e prostaticos (CHANDRA; CHANDRA, 2011;
ENGOHAN-ALOGHE et al., 2010; KROGERUS; ANDERSSON, 1988;
THAPAR et al., 2009).

Analises citologicas de medula 6ssea e da capa leucocitaria (porcédo do
sangue constituida por concentrados de leucdcitos) sdo amplamente utilizadas
no diagnéstico de patologias de origem neoplasica e ndo neoplasica e de
agentes infecciosos (CHANDRA; CHANDRA, 2011). Embora a importancia da
utilizacdo das amostras seja amplamente reconhecida, ndo existe registro da
utilizacdo de amostras de medula 6ssea e capa leucocitaria na confeccdo de
cito inclusdo em blocos de parafina, dentre o acervo utilizado para esta
pesquisa.

Em cées acometidos pela LVC, a imunocitoquimica de cito inclusdes foi
utilizada em células provenientes do baco a fim de avaliar a populacéo de
leucécitos no érgdo em questdo (BARROUIN- MELO et al., 2006).

1.7 Objetivos

» Avaliar a imunomarcacdo para anti-CD4, anti-CD8 e FOXP3 no sangue
periférico e medula 6ssea de caes vacinados para a Leishmaniose Visceral
Canina;

» Analisar comparativamente animais vacinados, positivos e negativos para a
doenga;

» Propor uma padronizacdo para a técnica de cito inclusdo em parafina.
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CAPITULO 2. AVALIACAO IMUNOCITOQUIMICA DA RESPOSTA IMUNE
CELULAR EM SANGUE PERIFERICO E MEDULA OSSEA DE CAES
VACINADOS PARA A LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA

IMMUNOCYTOCHEMICAL EVALUATION OF CELLULAR IMMUNE
RESPONSE FROM PERIPHERAL BLOOD AND BONE MARROW IN DOGS
IMMUNIZED FOR CANINE VISCERAL LEISHMANIASIS

Milla Bezerra Paiva'*, Gabriela Mayumi Gouveia®, Heitor Flavio Ferrari*, Carlos
Eduardo Fonseca Alves?, Reneé Laufer Amorim?®, Silvia Helena Venturoli Perri?,

Maria Cecilia Rui Luvizotto®

RESUMO
O objetivo dessa pesquisa foi analisar a resposta imune celular de caes

negativos (Gl), vacinados (Gll) e positivos (Glll) para a LVC por meio da
imunocitoquimica para os anticorpos anti-CD4, anti-CD8 e FOXP3 na capa
leucocitaria e medula éssea. Na capa leucocitaria, quando comparados 0s
grupos entre si, ndo houve diferenca estatistica para as células T CD4. Os
grupos | e lll apresentaram maior imunomarcacgao para anti-CD8. Embora n&o
tenha sido observada diferenca estatistica (p>0,05), a imunomarcacdo para
FOXP3 mostrou os menores valores percentuais nos trés grupos estudados.
Os grupos | e Il apresentaram maior imunomarcacgao para anti-CD4, seguida do
anti-CD8, quando comparados os 3 anticorpos em cada grupo. Nos animais do
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grupo lll, foi observada maior expresséo de células imunorreativas ao anti-CD8
seguida do anti-CD4, e valores reduzidos para FOXP3. Nas células da medula
0ssea nao foi verificada diferenca estatistica na expressao dos anticorpos anti-
CD4, anti-CD8 e FOXP3 nos trés grupos estudados. Na analise comparativa
entre os anticorpos testados, entretanto, foi observada maior marcacao para o
anticorpo anti-CD4 em Gl, auséncia de diferenca estatistica em GIl e maior
percentual de células positivas para anti-CD8 em Glll. Os valores de FOXP3
também se mantiveram reduzidos em todos os grupos. Os resultados obtidos
neste estudo indicam que a presenca de células T CD4+ e CD8+ em animais
vacinados, em associacdo a expressdo reduzida do marcador de células T
regulatérias FOXP3, sugerem que a vacina Leishmune® exerce um efeito
estimulatério na resposta imune celular de cdes, promovendo um incremento

da resposta protetora Th1.

Palavras-chave: céo, Leishmania, linfocito, medula 6ssea, sangue periférico,

imunocitoquimica.

ABSTRACT
The aim of this research was to analyze the cellular immune response of

negative (Gl), vaccinated (GIlI) and positive (Glll) dogs for VCL by
immunocytochemistry for CD4, CD8 and FOXP3 antibodies on the buffy coat
and bone marrow. In the buffy coat, when compared the three groups together,
there was no statistical difference in CD4+ T cells. Groups | and Il showed
higher immunostainning for anti-CD8. Although no statistical difference was
observed, immunostainning for FOXP3 showed the lowest percentages in all
three groups. Groups | and Il showed higher immunoreactivity to anti-CD4
followed by anti-CD8 antibodies in each group separately. In group I, we
observed increased expression of immunoreactive cells to anti-CD8 followed by
anti-CD4, and reduced values for FOXP3. In bone marrow cells there was no

statistical difference in the expression of anti-CD4, anti-CD8 and FOXP3
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antibodies in the three groups. The comparative analysis between the
antibodies tested, however, revealed greater cellularity expressing anti-CD4 in
Gl, no statistical difference in Gll and increase in anti-CD8 positive cells in GlII.
FOXP3 values also remained low in all groups. The results of this study indicate
that the presence of CD4 + and CD8 + T lymphocytes in the vaccinated
animals, combined with reduced expression of the marker of regulatory T cells
FOXP3 suggest that Leishmune ® vaccine exerts a stimulatory effect on
immune response of dogs, promoting an increase in the protective Thl

response.

Keywords: canine, Leishmania, lymphocyte, bone marrow, peripheral blood,

immunocytochemistry.

INTRODUCAO

A Leishmaniose visceral (LV) é considerada endémica em diversos
paises incluindo o Brasil e possui como reservatério principal o cdo doméstico
(BRASIL, 2006; DEANE; DEANE, 1962).

Estudos sobre a Leishmaniose Visceral Canina (LVC) apontam os
linfécitos T CD4+ e CD8+ como células que desempenham papel fundamental
na resposta imune celular por meio da producdo de citocinas indutoras da
resposta Thl, propiciando imunidade protetora aos animais infectados
(GOMES-PEREIRA et al., 2004; RODRIGUES et al., 2003; SMITH et al., 1991;
TSAGOZIS et al., 2005). Em contrapartida, modelos experimentais associam a
suscetibilidade frente a infeccéo pela Leishmania spp. as células T regulatorias,
relacionadas com a inibicdo na producdo de citocinas importantes para a
resisténcia do hospedeiro ao parasito (BELKAID et al., 2002; NAGASE et al.,
2010; RODRIGUES et al., 2009; SHARMA; SINGH, 2009).

Embora a vacina contra LVC seja uma importante arma no controle da

doenca em cdaes, a resposta imune celular em animais vacinados ainda néo
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esta totalmente esclarecida (ARAUJO et al., 2008; ARAUJO et al., 20009;
BORJA-CABRERA et al.,, 2002; DANTAS- TORRES, 2006; GIUNCHETTI et
al., 2008; LIMA et al., 2010; NOGUEIRA et al., 2005; SARAIVA et al., 2006).
O objetivo dessa pesquisa foi analisar a resposta imune celular de céaes
negativos, vacinados (Leishmune®) e positivos para a LVC (Gl, Gll e GllI,
respectivamente) por meio da imunocitoquimica para os anticorpos anti-CD4,

anti- CD8 e FOXP3 nas células da capa leucocitaria e da medula 6ssea.

MATERIAL E METODOS

Animais

Céaes (n=84) provenientes da cidade de Andradina-SP foram utilizados
neste estudo, todos com o consentimento prévio dos respectivos proprietarios e
escolhidos randomicamente sem distincdo de raca, idade ou sexo. Foram
definidos trés grupos distintos para a realizacdo do experimento: o Grupo (G) |
composto por 23 animais negativos para a LVC e nédo vacinados; o Grupo (G) Il
compreendendo 41 animais negativos vacinados (Leishmune ®) e o Grupo (G)
[l composto por 20 animais positivos para LVC. O diagnéstico negativo e
positivo para a doenca foi realizado por meio de ELISA e reacdo de
imunofluorescéncia indireta (TECSA laboratérios) e analise citolégica das

amostras de medula 6ssea.

Cito incluséao

Foram preparadas cito inclusbes em parafina dos aspirados de medula
Ossea e da capa leucocitaria (separada mecanicamente do sangue periférico),
por meio de centrifugacdo (centrifuga Excelsa da FANEM®, modelo 206BL) a
2000 rpm por 5 minutos para a formacéo do agregado celular. As amostras
foram entdo fixadas por 24-48 horas em alcool a 95% e em seguida clivadas
longitudinalmente e inseridas em cassetes histolégicos. Foram entdo

submetidas ao processamento histolégico de rotina com modificacdo dos
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tempos para 20 minutos em cada &lcool absoluto, xilol e parafina (3 cubas

cada).

Imunocitoquimica

Das amostras incluidas em parafina foram obtidos cortes de 3 um de
espessura, aderidos em laminas com extremidade fosca, tratadas com Poli-L-
Lisina (SIGMA-ALDRICH™) destinadas & reac&o de imunocitoquimica.

As laminas contendo as amostras foram submetidas a desparafinizacéo
e hidratacdo, recuperacdo antigénica pelo calor, bloqueio da peroxidase
enddgena, bloqueio das ligagcbes inespecificas e incubacdo com o0s anticorpos
primarios (Tabela 1). Apés esta etapa, foi utilizado o protocolo padréo para o
complexo estreptavidina-biotina-peroxidase (kit LSAB, Dako) revelacdo com o
cromégeno DAB (Gibco®) e contra-coloracdo com Hematoxilina de Harris.

Para a avaliacdo da imunomarcacédo das amostras da capa leucocitaria
foi utilizada anélise semi-quantitativa, realizada por meio de escores: auséncia
de células imunomarcadas (escore 0), de 1% a 7% de células imunomarcadas
(escore 1), 8% a 15% (escore 2) e acima de 15% (escore 3). Para a medula
0ssea 0s escores variaram entre: auséncia de células imunomarcadas (escore
0), de 1% a 3% de células imunomarcadas (escore 1), 4% a 6% (escore 2) e
acima de 6% (escore 3). A andlise semi-quantitativa foi realizada em
microscopio oOptico Olympus modelo BX51 em 10 campos, utilizando-se a
objetiva de 100 X em imersao.

Tabela 1- Anticorpos anti-CD4, anti-CD8 e FOXP3

Anticorpo  Clone Fabricante Diluicado
CD4 SP35 Cell Marque 1:100
CD8 C8/144B  Cell Marque 1:50
FOXP3 Everest 1:2000

Biotech




44

Analise estatistica

O teste de Kruskal-Wallis foi aplicado aos valores dos escores da reagéo
de imunocitoquimica da capa leucocitaria do sangue periférico, realizando-se a
comparacao entre 0s grupos para cada anticorpo testado. Para comparar a
expressdo positiva dos anticorpos em cada grupo foi usado o teste de
Friedman e para as comparagc8es multiplas o de Dunn.
O resultado estatistico foi considerado significativo quando p<0,05. Foi utilizado

0 programa SAS (Statistical Analysis System) para as analises.

RESULTADOS

Durante a realizacdo das técnicas de cito inclusdo e imunocitoquimica,
foram recuperadas amostras cujo total para cada grupo encontra-se expresso
nas Tabelas 2 e 3.

A expressdo do anticorpo anti-CD4 (Figura 1A) nas células da capa
leucocitaria do sangue periférico ndo mostrou diferenca estatistica nos grupos
estudados (Tabela 2).

Na analise da capa leucocitaria, Grupos | e Il apresentaram percentual
maior de células reagentes ao anticorpo anti-CD8 (Figura 1B), quando
comparados ao Grupo lll. Embora ndo tenha sido observada diferenca
estatistica (p>0,05), a imunomarcacdo para FOXP3 mostrou 0s menores
valores percentuais nos trés grupos estudados. A andlise comparativa da
imunomarcacao positiva dos anticorpos para CD4, CD8 e FOXP3 em cada
grupo separadamente, revelou que os Grupos | e Il apresentaram maior
imunomarcacéo para anti-CD4, seguida do anti-CD8. Os valores da marcacao
para FOXP3 se mantiveram reduzidos em ambos os grupos. Nos animais do
Grupo Il foi observada maior expressao de células imunorreativas ao anti-CD8

seguida do anti-CD4, e valores reduzidos para FOXP3.
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Tabela 2- Percentual de imunomarcacao dos anticorpos anti-CD4, anti-CD8 e

FOXP3 na capa leucocitaria dos grupos de animais negativos (Gl), vacinados

(GII) e positivos (Glll) para a LVC.

Anticorpo
Grupo Escore CD4 CD8 FOXP3 p®
n % n % n %
0 - - - - 4 19,1
1 8 40,0 5 26,3 15 71,4
Gl 2 4 20,0 8 42,1 2 9,5 0,0001
3 8 40,0 6 31,6 - -
Total 20 100,0 19 100,0 21 100,0
0 3 13,6 1 37 15 51,7
1 7 31,8 17 63,0 13 44,8
Gll 2 9 41,0 7 25,9 1 3,5 0,0003
3 3 13,6 2 7.4 - .
Total 22 100,0 27 100,0 29 100,0
0 - - - - 5 31,2
1 6 40,0 4 28,6 11 68,8
Gl 2 7 46,7 7 50,0 - - 0,0002
3 2 13,3 3 21,4 - -
Total 15 100,0 14 100,0 16 100,0
p® 0,3387 0,0067 0,0506

W teste de Friedman

@ teste de Kruskall-Wallis
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Figura 1- Reacao de imunocitoquimica para os anticorpos anti-CD4 (A) e anti-

CD8 (B) em amostra de capa leucocitaria. Objetiva de imersao.

Nas células da medula 6ssea (Tabela 3) ndo foi verificada diferenca
estatistica na expressao dos anticorpos anti-CD4, anti-CD8 (Figura 2) e FOXP3
nos trés grupos estudados. Na andlise comparativa entre a imunorreagdo aos
anticorpos testados, entretanto, foi observada maior celularidade expressando
anti-CD4 GlI, auséncia de diferenca estatistica em GIll e maior percentual de
células positivas para anti-CD8 em GIll. Os valores de FOXP3 também se

mantiveram reduzidos em todos 0s grupos.
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Tabela 3- Percentual de células positivas para os anticorpos anti-CD4, anti-

CD8 e FOXP3 na medula 6ssea dos grupos de animais negativos (Gl),

vacinados (GlI) e positivos (Glll) para a LVC.

Anticorpo
Grupo Escore CD4 CD8 FOXP3 p®
n % n % n %
0 1 20,0 - - 2 40,0
1 - - 2 40,0 3 60,0
Gl 2 2 40,0 3 60,0 - - 0,0469
3 2 40,0 - - - -
Total 5 100,0 5 100,0 5 100,0
0 - - R - 4 40,0
1 4 80,0 2 25,0 5 50,0
Gll 2 1 20,0 3 37,5 - - 0,3679
3 - - 3 37,5 1 10,0
Total 5 100,0 8 100,0 10 100,0
0 - - - - 5 38,5
1 6 50,0 4 33,3 7 53,8
Gl 2 2 16,7 5 41,7 - - 0,0003
3 4 33,3 3 25,0 1 7.7
Total 12 100,0 12 100,0 13 100,0
p® 0,3063 0,4989 0,9724

W teste de Friedman

@ teste de Kruskall-Wallis
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Figura 2. Reacdo de imunocitoquimica para o anticorpo anti-CD8 na medula
O0ssea. Objetiva de imersédo. As células imunomarcadas estdo indicadas por

seta.

DISCUSSAO

A auséncia de diferenca significativa entre os grupos para o marcador
anti- CD4 nas células da capa leucocitaria do sangue periférico corrobora com
a expressao deste marcador em modelo experimental murino em células
esplénicas, visto que também ndo foram observadas diferengas significativas
no cultivo in vitro deste subtipo celular (GOMES- PEREIRA et al., 2004).
Ramos et al. (2008) também n&o observaram diferenca no percentual de
linfécitos T CD4+ em cées vacinados, ndo vacinados e positivos para
leishmaniose visceral, utilizando uma vacina DNA recombinante do antigeno
LACK do parasito.
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A imunomarcagao para anti-CD8 foi expressiva nos animais negativos
ndo vacinados, sugerindo que as células T CD8+ participam no mecanismo de
resisténcia a infeccdo por Leishmania spp. juntamente com os linfocitos T
CD4+ ( GOMES-PEREIRA et al.,, 2004; RODRIGUES et al., 2003; SMITH et
al., 1991; TSAGOZIS et al., 2005). O grupo Il também apresentou maior
expressdo de células CD8+ quando comparado aos demais grupos, o que de
acordo com Reis et al. (2006), pode estar relacionado ao niamero maior de
cées assintomaticos no grupo de animais positivos aqui estudados.

A resposta imune celular de linfocitos T CD4+ e CD8+ em cées
vacinados para a LVC, especificamente com a vacina Leishmune ©, ¢é
caracterizada por valores superiores de células T CD8+ (ARAUJO et al., 2008).
Na analise dos resultados referentes a capa leucocitaria, porém, os valores
foram maiores de linfocitos T CD4+ em relacdo aos CD8+ em animais
negativos (GIl) e nos vacinados (Gll). Este resultado concorda com Borja-
Cabrera et al. (2004) e Santos et al.(2007), que observaram valores superiores
de linfécitos T CD4+ em cées vacinados. O maior percentual de linfécitos T
CD4+ observado nos animais negativos néo vacinados (Gl) reforca a existéncia
de imunidade protetora, mesmo que transitoria, devido a participacdo ativa
deste subtipo celular na producéo de citocinas como o IFN-y, uma importante
citocina envolvida na resposta do tipo Thl. A imunomarcacdo acentuada para
anti-CD8 comparada com 0s outros anticorpos esta associada provavelmente a
presenca expressiva de animais assintomaticos no grupo estudado (GUARGA
et al., 2000; ROSA et al., 2006)

Na andlise da expressdo dos imunomarcadores na medula éssea, a
auséncia de diferenca estatistica entre os grupos estudados provavelmente
reside no fato de que esse compartimento celular possui numero reduzido de
linfécitos T diferenciados dificultando a analise comparativa (JAIN, 1993).
Outra hipotese a ser considerada é a falta de relagdo entre o controle da
infeccdo e a proliferacdo destes subtipos celulares na medula 6ssea (MAIA;
CAMPINO, 2012). O percentual maior de células T CD4+ em Gl sugere,

semelhante a capa leucocitaria, a evidéncia de imunidade protetora. A maior
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imunomarcacéo para CD8 frente aos demais anticorpos testados no grupo de
cées vacinados pode demonstrar a participagcdo deste subtipo celular nos
estagios iniciais da infeccéo, visto que a vacina € constituida por subunidades
de antigenos do parasito (TSAGOZIS et al., 2005). Os resultados demonstram
semelhanca aos verificados na capa leucocitéaria do sangue periférico, que
sugerem o predominio de animais positivos assintomaticos neste grupo
estudado.

Embora a funcdo das células T regulatérias ainda ndo esteja totalmente
compreendida em caes vacinados para a doenca, Carrion et al. (2008)
sugerem que a reducdo dessa populacdo celular em o6rgdos linfoides
secundarios possa indicar éxito na vacinacao para a leishmaniose em modelo
experimental murino. Recentemente Lima et al. (2010) analisaram a populagéo
de células T regulatérias na capa leucocitaria de cdes vacinados para a LVC
por meio de citometria de fluxo, verificando reducdo dessas células apés a
imunizacdo. A expressdo de FOXP3 nado apresentou diferenca significativa
entre 0s grupos deste estudo, comportamento similar ao observado por
Carneiro (2009) ao avaliar as células T regulatérias na leishmaniose
tegumentar humana. A imunomarcagéo celular reduzida para FOXP3 sugere o
predominio da resposta Thl na maioria das amostras caninas analisadas, visto
qgue as células T regulatérias sdo responsaveis pelo aumento na producao de
IL-10, relacionada a resposta Th2 e inibicdo na producdo de IFN- y e IL-12,
citocinas estas importantes para a resposta protetora Thl (CUNNINGHAM,
2002; NAGASE et al.,, 2010; RODRIGUES et al., 2009; SHARMA; SINGH,
2009).

CONCLUSAO

Nesse estudo, a expressao de marcadores celulares em caes vacinados
para LVC revelaram predominio da resposta imune protetora, particularmente

no sangue periférico.
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CAPITULO 3-CITO INCLUSAO DE CAPA LEUCOCITARIA E MEDULA
OSSEA DE CAES: PADRONIZACAO DA TECNICA

CELL BLOCK OF CANINE BUFFY COAT AND BONE MARROW IN
PARAFFIN BLOCKS: TECHNIQUE STANDARDIZATION

Milla Bezerra Paiva', Gabriela Mayumi Gouveia®, Heitor Fioravanti’ e Maria

Cecilia Rui Luvizotto®

RESUMO
A técnica de cito inclusdo é amplamente utilizada e reconhecida por

profissionais da &rea da saude, em particular médicos patologistas, porém as
informacdes sobre a aplicacdo deste método em Medicina Veterinaria ainda
sao raras. Analises citoldgicas de medula éssea e da capa leucocitaria (porcéo
do sangue formada por concentrados de leucocitos) sdo amplamente utilizadas
no diagnéstico de patologias de origem neoplasica e ndo neoplasica e de
agentes infeciosos. Embora a importancia do uso da técnica seja amplamente
reconhecida, ndo ha registro da utilizacdo de amostras citolégicas de medula
Ossea e capa leucocitaria na confec¢cdo de cito inclusbes em blocos de
parafina, como meio de diagndéstico no segmento médico veterinario. Assim,
este trabalho tem como objetivo elaborar um protocolo de cito inclusdo em
parafina para amostras citologicas de medula 6ssea e capa leucocitaria de
cdes. Foram submetidas a técnica de cito inclusdo 110 amostras de capa
leucocitaria e 44 de medula 6ssea de caes portadores ou ndo de enfermidade
sistémica, sendo que em 68 % destas, tanto para a capa leucocitaria, quanto

para a medula 6ssea as amostras se mostraram viaveis. A utilizacdo do alcool
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95% como fixador e de etapas no processamento histolégico de 20 minutos
(a@lcool absoluto, xilol e parafina, 3 banhos cada) foi crucial para a qualidade
dos cortes histolégicos e analise microscépica dos espécimes corados pela
hematoxilina-eosina. A separacdo mecanica da capa leucocitaria e a
centrifugacdo do aspirado de medula 6ssea foram eficientes e de baixo custo
no preparo das cito inclusbes. Ressalta-se a importancia na padronizacédo da
técnica de cito inclusdo, em particular para amostras de capa leucocitaria e
medula 0ssea, visando a obtencdo de espécimes de qualidade independente

das limitagOes de equipamentos.

Palavras-chave: cito inclusédo, capa leucocitaria, medula éssea, técnica, cao.

ABSTRACT
The cell block technique is widely used and recognized by health professional,

but lacks in information about the specific contribution of this method in
veterinary medicine. Cytology of bone marrow and buffy coat (cellular portion of
the hole blood) are widely used in the diagnostic of neoplastic and non
neoplastic diseases, and also for detection of infectious agents. Although the
importance of these samples is widely recognized, there is no information about
the use of buffy coat and bone marrow samples in the cell block procedure
among the research material used for this paper. This work aims the cell block
standardization for canine buffy coat and bone marrow samples. We collected
110 buffy coat samples and 44 bone marrow samples for the cell block
preparation, and 68,2% of buffy coat and the same for the bone marrow proved
to be viable at the end of the procedure. The 95% ethanol fixatives along with
the 20 minute processing steps (absolute ethanol, xilol and paraffin, 3 of each)
were crucial to the quality of the material both in microtomy and optical
microscopy. Mechanical separation of the buffy coat proved to be easy and
cheap and so was used to compose the cell block technique. In this research,

we emphasized the importance of cell block standardization in order to develop
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and easy, inexpensive and reproducible method, independently of any
limitations of each professional.

Keywords: cell block, buffy coat, bone marrow, technique, dog.

INTRODUCAO

A cito inclusdo compreende o ato de inserir amostras citolégicas em
blocos de parafina com a finalidade de auxiliar na qualidade do diagndstico
citologico e também de se obter espécimes de reserva para serem utilizados
nas técnicas diagnosticas complementares, como a imuno-histoquimica e
imunocitoquimica (ARDENGH et al. 2008; BALES; DURFEE, 1992; KEYHANI-
RAFAGAS et al., 1984; LIU et al.,1998; MAYALL et al.,1997; SHIGHAM,2009;
VARSEGI).

A técnica de cito inclusdo, amplamente utilizada e reconhecida por
profissionais da area da saude, possui um numero reduzido de informacdes
sobre a contribuicdo especifica deste método com vistas ao diagndstico em
Medicina Veterinaria.

Em virtude da grande variabilidade de técnicas testadas e utilizadas na
confeccdo de cito inclusGes, a comparacdo entre as mesmas torna-se inviavel,
gerando grandes dificuldades na padronizacdo de um método universal para
esta modalidade de processamento e armazenamento de material destinado ao
exame citolégico (NATHAN et al, 2000; NIGRO et al, 2007
SHIVAKUMARSWAMY et al., 2012). Somado a este aspecto, existem as
variaveis da adaptacdo da técnica para diferentes laboratérios, que dependem
da estrutura fisica, parque de equipamentos, finalidade, material e investimento
disponivel para a execucdo dos procedimentos (GURLEY et al., 1992;
NATHAN et al., 2000).

O desenvolvimento e padronizacdo da técnica de cito inclusdo devem

atender aos seguintes requisitos: manutencdo da morfologia celular e
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arquitetura tecidual; otimizacdo do tempo de processamento das amostras sem
perda de qualidade do material, obtencdo de material de reserva suficiente
para a realizacdo de testes como coloracdes especiais e reacdes de imuno-
histoquimica; e por fim, desenvolvimento de método simples, de custo reduzido
e reprodutivel (BURT et al., 1986; NATHAN et al., 2000; KULKARNI et al.,
2008).

Um dos pontos mais importantes da técnica reside na possibilidade de
perda do material durante o processamento. Adaptacdes e modificacdes na
técnica foram aplicadas como o uso de &gar ou plasma/tromboplastina para
agregacdo do sedimento celular, porém estes métodos também possuem
desvantagens e em determinadas situacées ndo sdo recomendados (KUNG et
al., 1989).

Visando a maximizacdo da utilidade das cito inclusdes, as técnicas de
fixacdo e processamento de amostras devem ser modificadas para que haja
um aumento na sensibilidade dos diagnosticos citolégicos e maior qualidade
nas técnicas complementares, como a imuno- histoquimica (GANGANE et al.,
2007; KROGEROUS; ANDERSSON, 1988; KUNG et al., 1989).

Dentre os fluidos utilizados na técnica de cito inclusédo estédo as efusdes,
as puncbes aspirativas por agulha fina (PAAF) de nodulos e/ou 6rgaos,
secrecbes lavados vesicais e prostaticos (CHANDRA; CHANDRA, 2011;
ENGOHAN-ALOGHE et al., 2010; KROGERUS; ANDERSSON, 1988; THAPAR
et al., 2009).

Analises citologicas de medula 6ssea e da capa leucocitaria (porcdo do
sangue constituida por concentrados de leucdcitos) sdo amplamente utilizadas
no diagnéstico de patologias de origem neoplasica e ndo neoplasica e de
agentes infeciosos (CHANDRA; CHANDRA, 2011). Embora a importancia da
utilizacdo das amostras seja amplamente reconhecida, ndo existe registro da
utilizacdo de amostras de medula 0ssea e capa leucocitaria na confeccdo de
cito inclusdo em blocos de parafina, dentre o acervo utilizado para esta

pesquisa.
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Este trabalho tem como objetivo a padronizacdo da técnica de cito
inclusédo, incluindo os processos de fixacdo, desidratacdo, diafanizacdo e
inclusdo em parafina para amostras citologicas de medula 0ssea e capa

leucocitaria de cées portadores ou ndo de enfermidade sistémica.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas 110 amostras de sangue periférico e 44 de medula
Ossea de caes para a confeccdo das cito inclusdes, todas coletadas com o
consentimento prévio dos proprietarios.

O sangue periférico foi coletado por venopuncéo da cefalica em cées de
meédio e grande porte e da veia jugular em animais de pequeno porte e filhotes.
Para o procedimento, foram utilizadas seringas de 5 ou 10 mL, agulhas de 22G
e 29G e tubos contendo anticoagulante (EDTA).

Para a medula 0ssea, a coleta foi no esterno, realizando previamente um
botdo anestésico com cloridrato de lidocaina a 2%. Com o auxilio de agulhas
de Rosenthal em animais de médio e grande porte e agulhas 40mm x 12mm
em animais de pequeno porte e filhotes e seringa de 20 mL.

Para a obtencdo da capa leucocitaria do sangue periférico as amostras
foram centrifugadas (centrifuga Excelsa da FANEM®, modelo 206BL) a 2000
rom por 5 minutos. Apés a retirada do plasma com o auxilio de uma pipeta
Pasteur, a capa leucocitaria foi removida do tubo com o auxilio de uma pipeta
de 10 microlitros e inserida em tubos de 1,5 mL contendo alcool a 95%, sendo
novamente centrifugada na mesma velocidade e tempo para a formagao do
agregado celular, ou “pellet” e troca do fixador. O aspirado de medula 6ssea
também foi depositado em tubos de 1,5 mL contendo alcool a 95% e submetido
a processo de centrifugagcdo como acima descrito, para a formacdo do
agregado celular.

Apoés 24 a 48 horas de fixagdo, os agregados celulares foram retirados

dos tubos, clivados longitudinalmente e inseridos em cassetes histolégicos que
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foram submetidos a banhos crescentes de alcool, seguindo para os banhos de
xilol e parafina, todos com duragdo maxima de 20 minutos. As amostras foram
incluidas em parafina (Figura 1la e 1b), realizados cortes de 4 micrébmetros que
foram corados em hematoxilina e eosina (HE).

As laminas foram examinadas em microscopio 6ptico nas objetivas de 4,
10 e 40 vezes. A identificacdo de quantidade suficiente de células com
morfologia preservada foi o critério utilizado para a amostra ser considerada
viavel (Figura 1c, 1d, le e 1f).

Para o emprego da técnica acima descrita, foram feitos testes pilotos a
fim de eleger o melhor fixador, tempo de centrifugacdo, e o tempo de
processamento dos espécimes. Para tanto, foi utilizado como fixador o formol a
10%, alcool a 70% e alcool absoluto; também foram testados os tempos de 1
hora, 40 minutos e 30 minutos nos processos de desidratacéo e diafanizacao
aplicados no processamento de rotina em histopatologia.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A padronizacdo do tempo de fixacdo (24 a 48 horas) representa o
primeiro ajuste na técnica responsavel pela qualidade do material, j& que
amostras fixadas com tempo superior a 48 horas se mostraram endurecidas e
ressecadas.

A andlise do teste piloto aplicada aos diferentes fixadores mostrou que o
uso do formol a 10% resultou em preservagdo da morfologia celular, porém o
tempo do processamento foi maior devido a utilizacdo do alcool amoniacal para
a retirada de pigmento de formol, frequentemente observado nas amostras. A
fixacdo pelo alcool 70% n&o propiciou a formacdo do agregado celular
suficientemente consistente, fazendo-se necessario o uso do papel de seda
para que as amostras permanecessem nos cassetes até o final do

processamento, o0 que gerou frequente perda do material ou quantidade
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insuficiente para inclusdo em parafina e, consequente, redugcdo na acuracia do
exame.

Ja a fixacdo pelo alcool absoluto provocou acentuada desidratacdo das
amostras acarretando em dificuldade na inclusdo em parafina, decorrente da
dureza das amostras e assim inviabilizando a etapa de microtomia. A fixac&o
pelo &lcool a 95% mostrou ser adequada a formacdo dos agregados celulares
destinados aos passos subsequentes da rotina de inclusdo em parafina,
microtomia e coloracéo de rotina (Figura 1).

Quanto aos tempos aplicados a desidratacdo e diafanizacdo das
amostras, de 1 hora, 40 e 30 minutos, estes promoveram o0 endurecimento
acentuado, tanto com o ressecamento quanto com o excesso de diafanizacao e
impregnacao pela parafina, o que também inviabilizou a etapa de microtomia.
Os 3 banhos de alcool absoluto, 3 de xilol e 3 de parafina, todos com duracdo
de no maximo 20 minutos, foram suficientes para a obtencédo de espécimes de
excelente qualidade, particularmente quanto a inclusdo em parafina e
microtomia.

Das 110 amostras da capa leucocitaria de caes submetidos ao protocolo
foi possivel realizar a técnica com éxito em 75 amostras, ou seja, 68,0% de
viabilidade (Figura 1a,1c e 1le). Nas demais 25 amostras, nas quais 0 processo
de inclusédo néao foi viavel, o material citolégico recuperado foi insuficiente para
formar um agregado constituido de celularidade representativa.

As amostras da puncado de medula éssea (n=44), também revelaram
viabilidade e preservacdo de material de reserva em 68% (Figura 1b), exibindo
a microscopia Optica quantidade e qualidade na preservacdo da morfologia
celular (Figura 1d e 1f).

Em ambos os casos, a escassez de material coletado foi consequente
as dificuldades na coleta, ou mesmo por se tratar de animais de pequeno porte,
nos quais o processo mecanico de formacdo do “pellet” mostrou-se

inadequado, ocasionando perda durante os procedimentos subsequentes.



63

Figura 1- llustragdo de amostras de capa leucocitaria e medula 6ssea. Aspecto
das cito inclusdes de capa leucocitaria (A) e medula éssea (B) a macroscopia.
Populacao celular rica em leucocitos junto a hemacias em espécime de capa
leucocitaria (C e E),HE, objetiva de 10 e 40, respectivamente. Populacdo mista
de células na medula 6ssea entremeadas por goticulas de gordura (D e F),HE

objetiva de 10 e 40, respectivamente.
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Varios fixadores séo utilizados em técnicas de cito inclusdo, como a
formalina tamponada, solucdo de Bouin, acido picrico, fixador Carnoy, fixador
B-5 mercurio e etanol. Esta variedade esta diretamente relacionada a
diversidade de técnicas existentes, adaptadas a necessidade e especificidade
de cada pesquisador (BALES; DURFEE, 1992; DOMAGALA et al., 1990;
GURLEY et al., 1992; ZITO et al., 1995)

O tempo de processamento de amostras citologicas destinadas a cito
inclusGes geralmente € idéntico ao processamento histolégico de rotina
(ENGOHAN-ALOGHE et al., 2010; KULKARNI et al., 2008; NIGRO et al., 2007;
SHIVAKURMARSWAMY et al., 2012), com poucas variacdes a fim de acelerar
0 processo, como 0 uso de reagentes aquecidos nos banhos histolégicos
(GANGANE et al., 2007). Devido a grande quantidade de hemacias no material
utilizado neste estudo, fez-se necesséria a adaptacdo do processo de cito
incluséo a fim de evitar o ressecamento e endurecimento, mais frequente em
amostras que contém quantidades apreciaveis de hemacias, como as utilizadas
neste experimento.

A recuperacao de leucdcitos do sangue periférico pode ser obtida por
métodos que utilizam a separacdo mecanica e a de gradiente de densidade
com o emprego do Ficoll® (MILTENYI BIOTEC, 2011; SENGAR, 1968). Neste
estudo foi escolhido o método de separacdo mecanica por se tratar de baixo
custo, ndo necessitando de equipamento especifico. A quantidade de
leucocitos em meio a hemacias observados na andlise microscopica foi
adequada para o estabelecimento de critérios de diagndstico.

Uma das principais dificuldades reside na manutencdo de quantidade
significativa do espécime apdés 0 processamento. Muito embora existam
referéncias de pesquisas relacionadas ao uso das cito inclusdes com finalidade
diagnéstica, poucas sdo aquelas que fornecem detalhes sobre a metodologia
empregada (KULKARNI et al., 2008).
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CONCLUSAO

Embora existam referéncias quanto ao uso de cito inclusbes em
diferentes aplicacdes, protocolos detalhados o suficiente para o
desenvolvimento de técnica de forma detalhada raramente estdo disponiveis.
Neste trabalho, foi ressaltada a importancia da padronizacdo da técnica de cito
inclusdo especificamente para amostras de capa leucocitaria e medula éssea,
visando a obtencdo de método facil, de baixo custo e reprodutivel, com vistas a

obtencédo de um diagndstico complementar.
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