Investigacao Cientifica e
Técnica em Medicina
Veterinaria 2 Wy 2

((

\

Yy .
N .
N

{ .
1

)

Alécio Matos Pereira

Sara Silva Reis

Wesklen Marcelo Rocha Pereira
(Organizadores)

Atena

Editora

Ano 2020



Investigacao Cientifica e
Técnica em Medicina
Veterinaria 2

Alécio Matos Pereira

Sara Silva Reis

Wesklen Marcelo Rocha Pereira
(Organizadores)

Atena

Editora

Ano 2020



/as Agrarias e Multidisciplinar

erc

L)

Ci

Editora Chefe
Prof? Dr? Antonella Carvalho de Oliveira
Assistentes Editoriais
Natalia Oliveira
Bruno Oliveira
Flavia Barao
Bibliotecario
Mauricio Amormino Janior
Projeto Grafico e Diagramacéao
Natalia Sandrini de Azevedo
Camila Alves de Cremo
Karine de Lima
Luiza Batista 2020 by Atena Editora
Maria Alice Pinheiro Copyright © Atena Editora
Edicdo de Arte Copyright do Texto © 2020 Os autores
Luiza Batista Copyright da Edicao © 2020 Atena Editora
Revisdo Direitos para esta edicao cedidos a Atena Editora
Os Autores pelos autores.

Todo o contetido deste livro esta licenciado sob uma Licenga de Atribuicdo Creative
BY Commons. Atribuicao 4.0 Internacional (CC BY 4.0).

0 contelido dos artigos e seus dados em sua forma, correcao e confiabilidade sdo de responsabilidade
exclusiva dos autores, inclusive nao representam necessariamente a posicao oficial da Atena Editora.
Permitido o download da obra e o compartilhamento desde que sejam atribuidos créditos aos autores,
mas sem a possibilidade de altera-la de nenhuma forma ou utiliza-la para fins comerciais.

A Atena Editora nao se responsabiliza por eventuais mudancas ocorridas nos enderecos convencionais
ou eletronicos citados nesta obra.

Conselho Editorial

Ciéncias Humanas e Sociais Aplicadas

Prof. Dr. Alvaro Augusto de Borba Barreto - Universidade Federal de Pelotas

Prof. Dr. Alexandre Jose Schumacher - Instituto Federal de Educacao, Ciéncia e Tecnologia de Mato
Grosso

Prof. Dr. Américo Junior Nunes da Silva - Universidade do Estado da Bahia

Prof. Dr. Antonio Carlos Frasson - Universidade Tecnolégica Federal do Parana
Prof. Dr. Antonio Gasparetto Janior - Instituto Federal do Sudeste de Minas Gerais
Prof. Dr. Antonio Isidro-Filho - Universidade de Brasilia

Prof. Dr. Carlos Antonio de Souza Moraes - Universidade Federal Fluminense
Prof? Dr? Cristina Gaio - Universidade de Lisboa

Prof. Dr. Deyvison de Lima Oliveira - Universidade Federal de Rondonia

Prof. Dr. Edvaldo Antunes de Farias - Universidade Estacio de Sa

Prof. Dr. Elson Ferreira Costa - Universidade do Estado do Para

Prof. Dr. Eloi Martins Senhora - Universidade Federal de Roraima

[Atena

Editora

Ano 2020



Prof. Dr. Gustavo Henrique Cepolini Ferreira - Universidade Estadual de Montes Claros
Prof? Dr? lvone Goulart Lopes - Istituto Internazionele delle Figlie de Maria Ausiliatrice
Prof. Dr. Julio Candido de Meirelles Junior - Universidade Federal Fluminense

Prof? Dr? Lina Maria Goncalves - Universidade Federal do Tocantins

Prof. Dr. Luis Ricardo Fernandes da Costa - Universidade Estadual de Montes Claros
Prof® Dr® Natiéli Piovesan - Instituto Federal do Rio Grande do Norte

Prof. Dr. Marcelo Pereira da Silva - Pontificia Universidade Catélica de Campinas

Prof? Dr® Maria Luzia da Silva Santana - Universidade Federal de Mato Grosso do Sul
Prof? Dr® Paola Andressa Scortegagna - Universidade Estadual de Ponta Grossa

Prof® Dr? Rita de Cassia da Silva Oliveira - Universidade Estadual de Ponta Grossa
Prof. Dr. Rui Maia Diamantino - Universidade Salvador

Prof. Dr. Urandi Joao Rodrigues Junior - Universidade Federal do Oeste do Para

Prof? Dr? Vanessa Bordin Viera - Universidade Federal de Campina Grande

Prof. Dr. William Cleber Domingues Silva - Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
Prof. Dr. Willian Douglas Guilherme - Universidade Federal do Tocantins

Ciéncias Agrarias e Multidisciplinar

Prof. Dr. Alexandre Igor Azevedo Pereira - Instituto Federal Goiano

Prof. Dr. Antonio Pasqualetto - Pontificia Universidade Catélica de Goias

Prof. Dr. Cleberton Correia Santos - Universidade Federal da Grande Dourados
Prof? Dr? Daiane Garabeli Trojan - Universidade Norte do Parana

Prof? Dr? Diocléa Almeida Seabra Silva - Universidade Federal Rural da Amazonia
Prof. Dr. Ecio Souza Diniz - Universidade Federal de Vicosa

Prof. Dr. Fabio Steiner - Universidade Estadual de Mato Grosso do Sul

Prof. Dr. Fagner Cavalcante Patrocinio dos Santos - Universidade Federal do Ceara
Prof? Dr? Girlene Santos de Souza - Universidade Federal do Reconcavo da Bahia
Prof. Dr. Jael Soares Batista - Universidade Federal Rural do Semi-Arido

Prof. Dr. Julio César Ribeiro - Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro

Prof? Dr? Lina Raquel Santos Araljo - Universidade Estadual do Ceara

Prof. Dr. Pedro Manuel Villa - Universidade Federal de Vicosa

Prof? Dr® Raissa Rachel Salustriano da Silva Matos - Universidade Federal do Maranhao
Prof. Dr. Ronilson Freitas de Souza - Universidade do Estado do Para

Prof? Dr? Talita de Santos Matos - Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
Prof. Dr. Tiago da Silva Teéfilo - Universidade Federal Rural do Semi-Arido

Prof. Dr. Valdemar Antonio Paffaro Junior - Universidade Federal de Alfenas

Ciéncias Biol6gicas e da Saude

Prof. Dr. André Ribeiro da Silva - Universidade de Brasilia

Prof? Dr? Anelise Levay Murari — Universidade Federal de Pelotas

Prof. Dr. Benedito Rodrigues da Silva Neto - Universidade Federal de Goias

Prof. Dr. Douglas Siqueira de Almeida Chaves -Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
Prof. Dr. Edson da Silva - Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri

Prof® Dr® Eleuza Rodrigues Machado - Faculdade Anhanguera de Brasilia

Prof® Dr® Elane Schwinden Prudéncio - Universidade Federal de Santa Catarina

Prof® Dr? Eysler Goncalves Maia Brasil - Universidade da Integracao Internacional da Lusofonia Afro-
Brasileira

Prof. Dr. Ferlando Lima Santos - Universidade Federal do Reconcavo da Bahia



Prof? Dr® Gabriela Vieira do Amaral - Universidade de Vassouras

Prof. Dr. Gianfabio Pimentel Franco - Universidade Federal de Santa Maria

Prof. Dr. Helio Franklin Rodrigues de Almeida - Universidade Federal de Ronddnia

Prof? Dr? lara Licia Tescarollo - Universidade Sao Francisco

Prof. Dr. Igor Luiz Vieira de Lima Santos - Universidade Federal de Campina Grande

Prof. Dr. Jesus Rodrigues Lemos - Universidade Federal do Piaui

Prof. Dr. Jonatas de Franca Barros - Universidade Federal do Rio Grande do Norte

Prof. Dr. José Max Barbosa de Oliveira Junior - Universidade Federal do Oeste do Para

Prof. Dr. Luis Paulo Souza e Souza - Universidade Federal do Amazonas

Prof* Dr® Magnélia de Araujo Campos - Universidade Federal de Campina Grande

Prof. Dr. Marcus Fernando da Silva Praxedes - Universidade Federal do Recéncavo da Bahia
Prof® Dr® Mylena Andréa Oliveira Torres - Universidade Ceuma

Prof? Dr® Natiéli Piovesan - Instituto Federacl do Rio Grande do Norte

Prof. Dr. Paulo Inada - Universidade Estadual de Maringa

Prof? Dr® Regiane Luz Carvalho - Centro Universitario das Faculdades Associadas de Ensino
Prof? Dr® Renata Mendes de Freitas - Universidade Federal de Juiz de Fora

Prof? Dr® Vanessa Lima Gongalves - Universidade Estadual de Ponta Grossa

Prof? Dr? Vanessa Bordin Viera - Universidade Federal de Campina Grande

Ciéncias Exatas e da Terra e Engenharias

Prof. Dr. Adélio Alcino Sampaio Castro Machado - Universidade do Porto

Prof. Dr. Alexandre Leite dos Santos Silva - Universidade Federal do Piaui

Prof. Dr. Carlos Eduardo Sanches de Andrade - Universidade Federal de Goias

Prof? Dr® Carmen Lcia Voigt - Universidade Norte do Parana

Prof. Dr. Douglas Goncalves da Silva - Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia

Prof. Dr. Eloi Rufato Junior - Universidade Tecnolégica Federal do Parana

Prof. Dr. Fabricio Menezes Ramos - Instituto Federal do Para

Prof® Dra. Jéssica Verger Nardeli - Universidade Estadual Paulista Jilio de Mesquita Filho
Prof. Dr. Juliano Carlo Rufino de Freitas - Universidade Federal de Campina Grande

Prof? Dr® Luciana do Nascimento Mendes - Instituto Federal de Educacao, Ciéncia e Tecnologia do Rio
Grande do Norte

Prof. Dr. Marcelo Marques - Universidade Estadual de Maringa

Prof? Dr® Neiva Maria de Almeida - Universidade Federal da Paraiba

Prof? Dr? Natiéli Piovesan - Instituto Federal do Rio Grande do Norte

Prof. Dr. Takeshy Tachizawa - Faculdade de Campo Limpo Paulista

Linguistica, Letras e Artes

Prof? Dr? Adriana Demite Stephani - Universidade Federal do Tocantins

Prof? Dr® Angeli Rose do Nascimento - Universidade Federal do Estado do Rio de Janeiro

Prof? Dr® Denise Rocha - Universidade Federal do Ceara

Prof. Dr. Fabiano Tadeu Grazioli - Universidade Regional Integrada do Alto Uruguai e das Missoes
Prof. Dr. Gilmei Fleck - Universidade Estadual do Oeste do Parana

Prof® Dr® Keyla Christina Almeida Portela - Instituto Federal de Educacao, Ciéncia e Tecnologia de Mato
Grosso

Prof? Dr* Miranilde Oliveira Neves - Instituto de Educagao, Ciéncia e Tecnologia do Para

Prof? Dr? Sandra Regina Gardacho Pietrobon - Universidade Estadual do Centro-Oeste

Prof? Dr? Sheila Marta Carregosa Rocha - Universidade do Estado da Bahia



Conselho Técnico Cientifico

Prof. Me. Abrdao Carvalho Nogueira - Universidade Federal do Espirito Santo

Prof. Me. Adalberto Zorzo - Centro Estadual de Educacao Tecnolégica Paula Souza

Prof. Me. Adalto Moreira Braz - Universidade Federal de Goias

Prof. Dr. Adaylson Wagner Sousa de Vasconcelos - Ordem dos Advogados do Brasil/Seccional Paraiba
Prof. Dr. Adilson Tadeu Basquerote Silva - Universidade para o Desenvolvimento do Alto Vale do Itajai
Prof. Me. Alexsandro Teixeira Ribeiro - Centro Universitario Internacional

Prof. Me. André Flavio Goncalves Silva - Universidade Federal do Maranhao

Prof?® Ma. Anne Karynne da Silva Barbosa - Universidade Federal do Maranhao

Prof® Dr® Andreza Lopes - Instituto de Pesquisa e Desenvolvimento Académico

Prof? Dr® Andrezza Miguel da Silva - Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia

Prof. Dr. Antonio Hot Pereira de Faria - Policia Militar de Minas Gerais

Prof. Me. Armando Dias Duarte - Universidade Federal de Pernambuco

Prof?® Ma. Bianca Camargo Martins - UniCesumar

Prof? Ma. Carolina Shimomura Nanya - Universidade Federal de Sao Carlos

Prof. Me. Carlos Antonio dos Santos - Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro

Prof. Ma. Claudia de Arauljo Marques - Faculdade de Mdsica do Espirito Santo

Prof? Dr? Claudia Tais Siqueira Cagliari - Centro Universitario Dindmica das Cataratas

Prof. Me. Daniel da Silva Miranda - Universidade Federal do Para

Prof* Ma. Daniela da Silva Rodrigues - Universidade de Brasilia

Prof® Ma. Daniela Remiao de Macedo - Universidade de Lisboa

Prof?® Ma. Dayane de Melo Barros - Universidade Federal de Pernambuco

Prof. Me. Douglas Santos Mezacas - Universidade Estadual de Goias

Prof. Me. Edevaldo de Castro Monteiro - Embrapa Agrobiologia

Prof. Me. Eduardo Gomes de Oliveira - Faculdades Unificadas Doctum de Cataguases

Prof. Me. Eduardo Henrigue Ferreira - Faculdade Pitagoras de Londrina

Prof. Dr. Edwaldo Costa - Marinha do Brasil

Prof. Me. Eliel Constantino da Silva - Universidade Estadual Paulista Jilio de Mesquita

Prof. Me. Euvaldo de Sousa Costa Junior - Prefeitura Municipal de Sdo Jodo do Piaui

Prof* Ma. Fabiana Coelho Couto Rocha Corréa - Centro Universitario Estacio Juiz de Fora

Prof. Dr. Fabiano Lemos Pereira - Prefeitura Municipal de Macaé

Prof. Me. Felipe da Costa Negrao - Universidade Federal do Amazonas

Prof? Dr® Germana Ponce de Leon Ramirez - Centro Universitario Adventista de Sao Paulo

Prof. Me. Gevair Campos - Instituto Mineiro de Agropecuaria

Prof. Dr. Guilherme Renato Gomes - Universidade Norte do Parana

Prof. Me. Gustavo Krahl - Universidade do Oeste de Santa Catarina

Prof. Me. Helton Rangel Coutinho Junior - Tribunal de Justica do Estado do Rio de Janeiro

Prof? Ma. Isabelle Cerqueira Sousa - Universidade de Fortaleza

Prof® Ma. Jaqueline Oliveira Rezende - Universidade Federal de Uberlandia

Prof. Me. Javier Antonio Albornoz - University of Miami and Miami Dade College

Prof. Me. Jhonatan da Silva Lima - Universidade Federal do Para

Prof. Dr. José Carlos da Silva Mendes - Instituto de Psicologia Cognitiva, Desenvolvimento Humano e
Social

Prof. Me. Jose Elyton Batista dos Santos - Universidade Federal de Sergipe

Prof. Me. José Luiz Leonardo de Araujo Pimenta - Instituto Nacional de Investigacion Agropecuaria
Uruguay

Prof. Me. José Messias Ribeiro Junior - Instituto Federal de Educacao Tecnoldgica de Pernambuco



S
©
;._S
S
%
e
N
=
©
%)

N
i
S

A

jéncras

C

Prof? Dr? Juliana Santana de Curcio - Universidade Federal de Goias

Prof? Ma. Juliana Thaisa Rodrigues Pacheco - Universidade Estadual de Ponta Grossa

Prof? Dr* Kamilly Souza do Vale - Ndcleo de Pesquisas Fenomenoldgicas/UFPA

Prof. Dr. Karpio Marcio de Siqueira - Universidade do Estado da Bahia

Prof® Dr® Karina de AraUjo Dias - Prefeitura Municipal de Florian6polis

Prof. Dr. Lazaro Castro Silva Nascimento - Laboratério de Fenomenologia & Subjetividade/UFPR
Prof. Me. Leonardo Tullio - Universidade Estadual de Ponta Grossa

Prof? Ma. Lilian Coelho de Freitas - Instituto Federal do Para

Prof® Ma. Liliani Aparecida Sereno Fontes de Medeiros - Consércio CEDERJ

Prof® Dr? Livia do Carmo Silva - Universidade Federal de Goias

Prof. Me. Lucio Marques Vieira Souza - Secretaria de Estado da Educacao, do Esporte e da Cultura de
Sergipe

Prof. Me. Luis Henrique Almeida Castro - Universidade Federal da Grande Dourados

Prof. Dr. Luan Vinicius Bernardelli - Universidade Estadual do Parana

Prof. Dr. Michel da Costa - Universidade Metropolitana de Santos

Prof. Dr. Marcelo Maximo Purificacdo - Fundacao Integrada Municipal de Ensino Superior

Prof. Me. Marcos Aurelio Alves e Silva - Instituto Federal de Educacao, Ciéncia e Tecnologia de Sao Paulo
Prof® Ma. Maria Elanny Damasceno Silva - Universidade Federal do Ceara

Prof® Ma. Marileila Marques Toledo - Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri
Prof. Me. Ricardo Sérgio da Silva - Universidade Federal de Pernambuco

Prof. Me. Rafael Henrique Silva - Hospital Universitario da Universidade Federal da Grande Dourados
Prof® Ma. Renata Luciane Polsaque Young Blood - UniSecal

Prof. Me. Sebastido André Barbosa Junior - Universidade Federal Rural de Pernambuco

Prof? Ma. Silene Ribeiro Miranda Barbosa - Consultoria Brasileira de Ensino, Pesquisa e Extensao
Prof* Ma. Solange Aparecida de Souza Monteiro - Instituto Federal de Sao Paulo

Prof. Me. Tallys Newton Fernandes de Matos - Faculdade Regional Jaguaribana

Prof? Ma. Thatianny Jasmine Castro Martins de Carvalho - Universidade Federal do Piaui

Prof. Me. Tiago Silvio Dedoné - Colégio ECEL Positivo

Prof. Dr. Welleson Feitosa Gazel - Universidade Paulista

E\tena

Editora

Ano 2020



Investigagao cientifica e técnica
em medicina veterinaria
2

Editora Chefe: Prof® Dr? Antonella Carvalho de Oliveira
Bibliotecario Mauricio Amormino Janior
Diagramacao: Luiza Batista
Edicdo de Arte: Luiza Batista
Revisao: Os Autores
Organizadores: Alécio Matos Pereira
Sara Silva Reis
Wesklen Marcelo Rocha Pereira

Dados Internacionais de Catalogacao na Publicagao (CIP)
(eDOC BRASIL, Belo Horizonte/MG)

162 Investigagéao cientifica e técnica em medicina veterinaria 2 [recurso
eletrénico] / Organizadores Alécio Matos Pereira, Sara Silva
Reis, Wesklen Marcelo Rocha Pereira. — Ponta Grossa, PR:
Atena, 2020.

Formato: PDF

Requisitos de sistema: Adobe Acrobat Reader.
Modo de acesso: World Wide Web.

Inclui bibliografia

ISBN 978-65-5706-214-2

DOI 10.22533/at.ed.142202807

1. Medicina veterinaria — Pesquisa — Brasil. I. Pereira, Alécio
Matos. Il. Reis, Sara Silva. lll. Pereira, Wesklen Marcelo Rocha.
CDD 636.089

Elaborado por Mauricio Amormino Jianior — CRB6/2422

R
S
‘\
5
2
S
S
S
QO
%)

S
S

Atena Editora

Ponta Grossa - Parana - Brasil
Telefone: +55 (42) 3323-5493
www.atenaeditora.com.br
contato@atenaeditora.com.br

Ag

ericlas

[Atena

Editora

Ano 2020

v

C.




A ciéncia é o caminho que nos leva a avancar com seguranca em direcéo a solugoes,
0 processo investigativo é inevitavel para se conseguir uma solucao paliativa ou definitiva
para os diversos processos fisiopatologicos que acometem os animais. E com esse
propésito que essa obra de “Investigacdo Cientifica e Técnica em Medicina Veterinaria
2” esta sendo disponibilizada, um e-book que de forma primorosa passeia pelos mais
diversos temas da ciéncia animal, trazendo reflexdes cientificas e esclarecimentos para os
profissionais que trabalham nessa area tdo nobre que a Zootecnia e Medicina Veterinaria.

Os autores estdo localizados nas mais diversas regides do Brasil, conferindo
diversidade aos assuntos abortados pelos pesquisadores. Os capitulos trazem consigo um
apanhado de revisao bibliografica e de experimentacao cientifica sobre varios assuntos,
como: radiologia e ultrassonografia, procedimentos anestésicos e cirlrgicos, viroses,
ambiéncia animal, protocolos anti-helminticos, exames hematolégicos, tratamentos de
tumores e alternativas de alimentagao de ruminantes.

Percebe-se com os temas citados acima que € uma coletdnea de assuntos de
suma importancia para atualizacéo de estudantes e profissionais, que encontram nesses
capitulos uma revisao diversificada das principais informagcdes da medicina veterinaria
atual. Tornando esse e-book como uma obra técnica cientifica a ser disponibilizada a
todos aqueles que pretendem encontrar uma fonte confiavel e objetiva sobre os mais

diversos assuntos da ciéncia animal.

Alécio Matos Pereira
Sara Silva Reis
Wesklen Marcelo Rocha Pereira
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RESUMO: O objetivo neste estudo foi discutir
sobre a viabilidade do isolamento primario
de Leishmania spp. em meio de cultura de
Schneider suplementado com urina masculina
a 2%. O isolamento primario e a manutengao
de protozoarios do género Leishmania sao
extensivamente empregados em ciéncias
basicas e aplicadas. Devido a grande
variedade de meios de cultura e de formas de
suplementacao, optamos por testar o uso do
meio de Schneider suplementado com urina
masculina a 2% para ser usado em nossa
rotina laboratorial. Linfonodos submandibulares
de 10 cades sororreagentes para Leishmania
spp. por Dual-Path Platform (DPP®) e ELISA
indireto foram usados nesse estudo. Cada
linfonodo foi seccionado em duas partes:
metade foi usada para imprint em lamina de
vidro para exame citolégico e a outra parte foi

macerada em placa de Petri com 700 pL do
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meio de cultura. Posteriormente, 500 pyL da suspensao de células foram transferidos para
um tubo estéril contendo 20 mL de Schneider suplementado com urina masculina a 2% (pH
7,2). Apenas uma subcultura foi feita 72 h apds a inoculagdo. As culturas primarias e suas
subculturas foram mantidas a 27° C por 15 e 12 dias, respectivamente, sendo que a cada
72 h, eram centrifugadas e uma gota de cada sedimento era observada ao microscopio
optico (100x e 400x). Das 10 amostras examinadas, quatro foram negativas em ambos os
exames, duas foram positivas somente por citologia e quatro foram positivas por citologia
e isolamento em meio de cultura. Importante mencionar que houve contaminacao em 20%
das culturas e que as técnicas nao discordaram entre si (p= 0,5000), apresentando um grau
de concordéancia substancial (Kappa= 0,62). Assim, concluimos que o meio de cultura de
Schneider suplementado com 2% de urina masculina € viavel para o isolamento primario de
Leishmania spp.

PALAVRAS-CHAVE: Leishmaniose visceral canina; caes; cultura de células; Saude Unica

ABSTRACT: The aim of this study was to discuss the viability of the primary isolation of
Leishmania spp. in Schneider’s culture medium supplemented with 2% male urine. Primary
isolation and maintenance of Leishmania protozoa are extensively employed in basic and
applied sciences. Due to the wide variety of culture media and supplementation methods, we
chose to test the use of Schneider’s medium supplemented with 2% male urine to be used in
our laboratory routine. Submandibular lymph nodes of 10 dogs seroreagent for Leishmania
spp. by Dual-Path Platform (DPP®) and indirect ELISA were used in this study. Each lymph
node was divided into two parts: half was used for imprinting on a glass slide for cytological
examination and the other part was macerated in a Petri dish with 700 L of the culture medium.
Subsequently, 500 pL of the cell suspension was transferred to a sterile tube containing
20 mL of Schneider supplemented with 2% male urine (pH 7.2). Only one subculture was
performed 72 h after inoculation. The primary cultures and their subcultures were maintained
at 27° C for 15 and 12 days, respectively, and every 72 h, they were centrifuged and a drop
of each sediment was observed under an optical microscope (100x and 400x). Of the 10
samples examined, four were negative in both tests, two were positive only by cytology and
four were positive by cytology and isolation in culture medium. It is important to mention that
there was contamination in 20% of the cultures and that the techniques did not disagree with
each other (p = 0.5000), showing a substantial degree of agreement (Kappa = 0.62). Thus,
we conclude that the Schneider’s culture medium supplemented with 2% male urine is viable
for the primary isolation of Leishmania spp.

Keywords: Canine visceral leishmaniasis; dogs; cell culture; One Health

Investigacdo Cientifica e Técnica em Medicina Veterinaria 2



Isolamento primario e amanutencgao de culturas de protozoarios do género Leishmania
podem ser empregados em estudos de analise do metabolismo do patégeno e interagéo
parasito-hospedeiro, identificacdo de fatores de viruléncia, desenvolvimento de novos
farmacos, vacinas, imunodiagnéstico e identificacdo de novas espécies e genotipos.

Os meios mais comumente usados em cultura de promastigotas de Leishmania
sdo RPMI-1640, NNN, alpha-MEM, M199, BAB e Schneider (SCHUSTER; SULLIVAN,
2002). Embora tenha sido formulado para cultura de células de insetos, o meio de
Schneider demonstrou ser viavel no isolamento primario e na cultura de protozoarios dos
géneros Leishmania e Trypanosoma (HENDRICKS; WOOD; HAJDUK, 1978) e, desde
entdo, tem sido usado por alguns pesquisadores (HENDRICKS; WOOD; HAJDUK, 1978;
HOCKMEYER et al., 1981; NEAL, 1984; NINO; CAMACHO, 2005; MADEIRA et al., 2006;
SANTAREM et al., 2014; SANTOS et al., 2018).

O soro fetal bovino (SFB) € um dos principais suplementos de cultura de células, mas
seu uso tem sido criticado devido ao alto custo, a sua composi¢ao variavel, as implicagdes
éticas e a contraindicacao de seu uso em processos de desenvolvimento para produtos
de uso humano. Por isso, pesquisadores tém buscado suplementos livres de soro (serum-
free) (BRUNNER et al., 2010), como, por exemplo, a urina (HOWARD et al., 1991).

Deste modo, o objetivo neste capitulo foi verificar a viabilidade do isolamento primario
de Leishmania spp. em meio de cultura de Schneider suplementado com urina masculina
a 2% e discutir os resultados com outros achados na literatura cientifica.

Linfonodos submandibulares de 10 cées independentemente de raca, sexo, idade e
estadiamento clinico provenientes do Centro de Controle de Zoonoses de Gurupi, Estado
do Tocantins, foram usados nessa pesquisa. Os critérios de inclusdo foram a presenca
de anticorpos anti-Leishmania spp. detectaveis pelo teste rapido Dual-Path Platform
(DPP®), confirmados por ELISA indireto e aumento de volume de linfonodo submandibular
(linfadenomegalia). As colheitas das amostras foram feitas durante o més de setembro de
2019.

Apéds a eutanasia, um linfonodo submandibular de cada animal foi colhido com o
auxilio de pinga e bisturi. Cada linfonodo foi armazenado individualmente em tubo de 50
mL estéril identificado. Entre a colheita das amostras de cada animal, a lamina de bisturi
era descartada e a pinca era flambada para evitar contaminacao.

As amostras foram mantidas em temperatura ambiente e conduzidas ao Laboratério
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de Imunologia e Parasitologia (ImmunoPar), localizado na Incubadora de Empresas de
Base Tecnologica (HABITE) da Universidade Federal do Tocantins (UFT), campus de
Gurupi. O tempo estimado entre a colheita do material bioldégico e a inoculagdo em meio
de cultura foi de 90 minutos.

Essa pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica no Uso de Animais da Universidade
Federal do Tocantins (processo 23101.005188/2018-87).

Dentro de cabine de fluxo laminar, cada linfonodo foi depositado separadamente em
uma placa de Petri e seccionado ao meio com o auxilio de um bisturi estéril. Metade do
linfonodo foi usada para imprint em lamina de vidro (em triplicata) para exame citolégico e

o restante foi usado para o isolamento em meio de cultura de forma pareada.

Inicialmente, o meio de culturade Schneidercom penicilina (10 Ul/mL) e estreptomicina
(50pg/mL) foi suplementado com 2% de urina masculina e o pH foi ajustado para 7,2.
Posteriormente, o liquido foi esterilizado por filtracdo em seringa acoplada a um filtro com
poros de 0,22um de diametro.

Um total de 700 pyL de meio de cultura foi adicionado a cada placa de Petri contendo
metade de um linfonodo submandibular, o qual foi desagregado utilizando pingcas dente
de rato. Posteriormente, 500 yL da suspenséo de células foram transferidos para um
tubo estéril contendo 20 mL do meio de cultura e incubado. Esse primeiro inéculo foi
denominado cultura primaria.

As subculturas foram feitas 72 h ap6s as inoculag¢des. As culturas primarias foram
centrifugadas a 3.500 RPM por 7 minutos a 27° C. Em seguida, 500 yL da superficie do
sedimento foram transferidos para um novo tubo contendo 20 mL do meio de cultura. A
cada 72 h, as culturas primarias e suas subculturas eram centrifugadas e uma gota de
cada sedimento era observada ao microscopio Optico (100x e 400x) para verificar se
crescimento de formas promastigotas de Leishmania, o tempo de integridade da motilidade
dos flagelos das promastigotas e se houve contaminag¢do. As culturas primarias e suas
subculturas foram mantidas em estufa a 27° C por 15 e 12 dias, respectivamente.

As laminas contendo os imprints de linfonodos submandibulares foram coradas por
pandético rapido e observadas ao microscépio 6ptico com aumento de 400x e 1000x em
Oleo de imersao.
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Os testes de McNemar (p< 0,05) e coeficiente Kappa foram usados para verificar
discordancia e o grau de concordancia entre os resultados da citologia e do isolamento
de Leishmania spp. Para a classificacdo do coeficiente Kappa os seguintes intervalos
foram adotados: 0 a 0,19 (concordéancia pobre); 0,20 a 0,39 (concordancia razoavel); 0,40
a 0,59 (concordancia moderada); 0,60 a 0,79 (concordancia substancial), e 0,80 a 1,00
(concordéancia quase perfeita) (LANDIS; KOCH, 1977)

Do total de 10 caes, formas amastigotas foram encontradas em amostras de imprint
de seis caes (60%) e promastigotas foram isoladas em amostras de quatro cées (40%).
Houve crescimento de formas promastigotas em 4/6 (66,7%) das amostras positivas por
citologia. Nao houve discordéncia entre o exame citoldgico e o isolamento em meio de
cultura (p= 0,5000) e o grau de concordancia entre ambos foi substancial (Kappa= 0,62)

(Tabela 1).
Isolamento
Resultado Total McNg rgsa ' Kappa
Positivo Negativo (p< 0,05)

Citologia

Positivo 4 2 6

0,5000 0,62
Negativo 0 4 4
Total 4 6 10 - -

Tabela 01. Comparagéo entre os resultados de citologia e isolamento de Leishmania spp. em meio
de cultura de Schneider suplementado com urina masculina a 2% a partir de amostras de linfonodo
submandibulares de caes reagentes por Dual-Path Platform (DPP®) e ELISA indireto.

E importante mencionar que ocorreu contaminacdo em 20% das culturas primarias
e suas respectivas subculturas. O tempo de integridade da motilidade dos flagelos das
formas promastigotas variou de oito a nove dias, sem a realizacdo de novas subculturas.

O meio de cultura de Schneider suplementado com urina masculina a 2% para
isolamento de Leishmania spp. a partir de linfonodo submandibular de caes sororreagentes
para este parasito foi utilizado nesse estudo.

O meio de Schneider tem sido empregado em cultura de formas promastigotas de
Leishmania,ha décadas (HENDRICKS; WOOD;HAJDUK, 1978; HOCKMEYER etal., 1981;
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NEAL, 1984; NINO; CAMACHO, 2005; MADEIRA et al., 2006; SANTAREM et al., 2014;
SANTOS et al., 2018). O SFB é uma das suplementacbes mais comumente utilizada em
diversos meios de cultura de Leishmania com concentra¢des de 10 a 30% (HENDRICKS;
WOOD; HAJDUK, 1978; NEAL, 1984; HOWARD et al., 1991; NINO; CAMACHO, 2005;
MADEIRA et al., 2006; SANTAREM et al., 2014; SANTOS et al., 2018). Contudo, o SFB
tem sido criticado devido ao alto custo, a sua composicao variavel, as implicacdes éticas
e a contraindicacao de seu uso em processos de desenvolvimento para produtos de uso
humano. Por isso, pesquisadores tém buscado suplementos livres de soro (serum-free)
(BRUNNER et al., 2010), por exemplo, a urina de humanos e de outros animais (HOWARD
et al., 1991; SHAMSUZZAMAN et al., 1999; SINGH; MOHAPATRA; SIVAKUMAR, 2000;
SAMPAIO et al., 2002; NASIRI et al., 2013;).

Em 1987, pesquisadores adicionaram urato de sddio, acido urico e cido cisteico,
moléculas que compdem a urina de insetos, em meio de cultura e obtiveram éxito no
crescimento de Leishmania donovani(HOWARD; SAYERS; MILES, 1987). Posteriormente,
em 1991, diferentes concentragdes de urina humana (1 a 16%) foram testadas em
meio de Schneider. A concentracao de 2% permitiu o crescimento de diversas espécies
de Leishmania, incluindo Leishmania chagasi, Leishmania braziliensis, Leishmania
guyanensis (HOWARD et al., 1991), presentes no Brasil. Desde entdo, a urina tem sido
uma alternativa para suplementacéo de meio de cultura para Leishmania spp.

Em estudo com o uso do meio RPMI-1640, os pesquisadores ndao encontraram
diferenca significativa no crescimento de L. donovani entre a suplementagcdo com SFB
a 10% e urina a 5% colhida de pessoas saudaveis. Por outro lado, o uso de urina a 5%
colhida de pacientes nefropatas com diabetes mellitus induziu a uma maior curva de
crescimento. Possivelmente, a proteindria que ocorre nesses pacientes pode ter servido
como fonte de aminoacidos, principais moléculas utilizadas para obtencdo de energia
pelo protozoario (SHAMSUZZAMAN et al., 1999).

Urina de 46 adolescentes entre 15 e 17 anos (28 do sexo feminino e 18 do sexo
masculino) foi comparada com SFB a 10% na suplementacao do meio RPMI-1640 para a
cultura de Leishmania tropica. O crescimento do protozoario ocorreu independentemente
do sexo e do ciclo menstrual (ALLAHVERDIYEVA et al., 2012). Entretanto, urina de
mulheres em periodo pds-menopausa promoveu resultados superiores em relacao
a urina de jovens do sexo masculino, ambas a 5% em meio de cultura M119 (SINGH;
MOHAPATRA; SIVAKUMAR, 2000). Em um estudo com suplementacdo de RPMI-1640
com citrato em diferentes concentracdes (10 a 80 yg/mL) foi notado que a concentracao
de 20 pg de citrato promoveu maior crescimento de L. tropica, quando comparado ao
grupo controle RPMI-1649 com SFB a 10%. Estes autores concluem que o citrato parece
interferir positivamente no crescimento do protozoario (ALLAHVERDIYEVA et al., 2012).

Em pesquisa comparativa de urina filtrada ou autoclavada a 2,5% e 5% colhidas de
ovelhas e de camundongos, com SFB a 10% em meio RPMI-1640 para cultura de L. major
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nao foi evidenciada diferenga significativa entre as concentracdes testadas. Contudo, o
crescimento do referido protozoario foi inferior no grupo da urina autoclavada. Portanto,
ha indicios de que altas temperaturas possam inativar fatores de crescimento presentes
na urina; logo, o uso de urina autoclavada € contraindicado (NASIRI et al., 2013).(NASIRI
et al., 2013)

Multiplas subculturas de Leishmania podem reduzir as taxas de crescimento e
infectividade do protozoario. Por isso, a infecgcao experimental de camundongos deve ser
realizada periodicamente para que o patdgeno retorne a sua atividade natural. Entretanto,
a inoculacao em camundongos apresenta algumas limitagcdes, como a demora de meses
entre a inoculacédo e o isolamento de Leishmania sp., gastos com manutencao e perda
de animais, contaminacdo no momento da coleta de material biolégico e insucesso
no isolamento primario para uma nova cultura. Para minimizar o efeito das multiplas
passagens, o tempo de infectividade de L. tropica, Leishmania infantum, L. donovani e
L. major cultivadas em meio RPMI-1640 suplementado com SFB a 10% ou urina em
diferentes concentracdes (5 a 30%) foi comparado. Os autores concluiram que as taxas
de crescimento do protozoario e de infectividade foram superiores em meio de cultura
suplementado com urina (ALLAHVERDIYEV et al., 2011).

Em nosso estudo, Leishmania spp. foiisolada em 40% das amostras. Contudo, é dificil
comparar nossos dados com os achados por outros pesquisadores, porque diferentes
meios de cultura, suplementos, tecidos bioldgicos, quantidade de parasito, espécies
e cepas de Leishmania spp. podem influenciar nos resultados. Por isso, 0 sucesso no
isolamento de Leishmania sp. em culturas primarias pode ser considerado variavel.

Em amostras cutaneas de 66 pacientes com Leishmaniose Tegumentar Americana
(LTA), os agentes etiolégicos L. braziliensis e L. guyanensis foram isolados em 86,4%
das amostras cultivadas em meio NNN com solucao salina com prolina como fase liquida
(LOCATELLI et al., 2014). Ao inocular contetdo aspirado de lesbes de pacientes com LTA
em trés diferentes meios (NNN com Schneider suplementado com SFB a 20%; NNN com
Schneider suplementado com SFB a 20% e urina a 2%; NNN com Schneider suplementado
somente com urina a 2%), houve crescimento de Leishmania de 29 a 33% das amostras
(SAMPAIO et al., 2002). Ao comparar sangue desfibrinado de galinha, boi, cavalo e
ovelha em meio NNN com fase liquida de Schneider suplementado com SFB a 20%, os
pesquisadores obtiveram isolamento em 50% das amostras (SANTOS et al., 2018). Com
o uso do meio NNN com Schneider suplementado com SFB a 10%, houve crescimento
de Leishmania em linfonodo popliteo (79,5%), cervical (88,9%) e mesentérico (63,0%)
obtidos de cées com titulos de anticorpos anti-Leishmania spp. acima de 1:40 por reacao
de imunofluorescéncia indireta (RIFI) (MADEIRA et al., 2006). Aspirados de linfonodo
de caes soropositivos inoculados em meio de agar sangue com infusdo de cérebro e
coragao promoveram o crescimento de Leishmania em 45,4% das amostras (TOLEZANO
et al., 2007). Amostras de lesdes de 95 pacientes com leishmaniose cutanea positivos por
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citologia foram inoculadas em meio NNN com RPMI-1640 suplementado com SFB a 10%
e foi observado crescimento em 64% das culturas. Todos os isolados eram da espécie L.
major confirmados por PCR-RFLP (KERMANJANI et al., 2017).

A contaminacédo ocorrida em 20% das amostras analisadas em nosso estudo esta
de acordo com outros achados na literatura (SAMPAIO et al., 2002; OLIVEIRA et al.,
2010; SANTOS et al., 2018). Uma das amostras contaminadas foi proveniente de um
cao que apresentava caquexia, alopecia, linfadenomegalia generalizada, onicogrifose,
ceratoconjuntivite seca, esplenomegalia e extensas areas de necrose cutanea. Muitas
bactérias foram encontradas no imprint de linfonodo colhido do animal (Figura 1). Assim,
possivelmente, o animal poderia estar em quadro de septicemia, o que teria causado
a contaminacgdo, apesar de o meio de cultura ser suplementado pelos antimicrobianos
penicilina e estreptomicina.

Figura 1. Imprint de linfonodo submandibular de cdo sororreagente para Leishmania spp. por Dual-Path
Platform (DPP®) e ELISA indireto corado por panético rapido contendo grande quantidade de bactérias
(seta). Aumento de 400x.

Contaminacdo em isolamento primario e manutencdo de culturas de células é
um problema grave e frequente. Os principais antibacterianos utilizados séo penicilina,
estreptomicina e gentamicina usados de forma isolada ou associada (LOCATELLI et al.,
2014; KALANTARI et al., 2018; SANTOS et al., 2018; DIAS et al., 2020;). Contudo, a
prevencéo de contaminagao fungica noisolamento e manutencao de culturas de Leishmania
spp. € mais complicada, porque os principais antifungicos utilizados sao anfotericina e
nistatina, que sao téxicos para o protozoario. Em estudo recente, caspofungina 10ug/
mL demonstrou ser eficaz na prevencao de contaminagcdo por Candida spp. sem que
houvesse a interferéncia no crescimento de L. donovani (BHATTARAI et al., 2017).
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O tempo de motilidade de flagelo das formas promastigotas isoladas em nosso
estudo variou de oito a nove dias. Contudo, esse resultado deve ser interpretado com
cautela. A motilidade nao significa, necessariamente, viabilidade nem preservacdo do
metabolismo do protozoério, visto que diferentes meios de cultura e diferentes fases da
curva de crescimento podem interferir na morfologia e na infectividade de L. chagasi
(SANTAREM et al., 2014).

A auséncia de discordancia (p= 0,5000) e o substancial grau de concordancia
(Kappa= 0,62) entre os resultados da citologia e do isolamento primario de Leishmania
spp. demonstram que o método utilizado em nosso trabalho pode ser empregado na
rotina laboratorial.

O meio de cultura de Schneider suplementado com 2% de urina masculina é viavel
para o isolamento primario de Leishmania spp.
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