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RESUMO

No Brasil, as leishmanioses representam um importante problema de saude publica pela sua
elevada incidéncia, ampla distribuigdo geografica e marcante aumento na transmissdo associados
a urbanizacdo da doenca. Caes sdo considerados os principais reservatérios da leishmaniose
visceral (LV) no ambiente urbano, tornando-se fundamental o aprimoramento do diagndstico da
doenca nessa espécie. Este estudo objetivou a avaliacdo da técnica de imuno-histoquimica (IHQ)
para o diagndstico de Leishmania spp. em amostras de diferentes tecidos de caes recebidas no Nucleo
de Patologia Quantitativa do Instituto Adolfo Lutz (NPQ-IAL). Amostras de tecidos coletadas de
134 cées, provenientes de municipios do Estado de Sdo Paulo, positivos para LV por teste rapido
(TR DPP°-Bio-Manguinhos), ensaio imunoenzimético-EIE/Elisa (Bio-Manguinhos) e pela rea¢io
em cadeia de polimerase, foram submetidas a marcagdo IHQ especifica, em duplicata. A reagdo de
IHQ apresentou sensibilidade de 98,51 %, especificidade de 100,00 % e acuracia de 98,61 %. A maior
positividade foi detectada nas amostras de baco. O indice Kappa foi de 0,84 entre os resultados da
analise dos tecidos em duplicata. A técnica de IHQ pode ser utilizada como uma técnica rotineira
para o diagnostico das leishmanioses caninas, sendo padronizada e implantada no NPQ-IAL.

Palavras-chave. leishmaniose visceral, caes, imuno-histoquimica, patologia.

ABSTRACT

In Brazil, leishmaniasis represents a major public health problem due to its high incidence, wide
distribution and remarkable increase in transmission associated with the disease urbanization.
Dogs are considered as the main reservoirs of visceral leishmaniasis (VL) in the urban environment
and diagnosis improvement was fundamental in this species. This study aimed at evaluating
the immunohistochemical technique (IHC) for diagnosing Leishmania spp. in differents tissues
samples collected from dogs. This investigation was performed at the Quantitative Pathology Center
of the Institute Adolfo Lutz (NPQ-IAL). Tissue samples collected from 134 dogs, derived from
municipalities of Sdo Paulo State, positive for VL by rapid testing (TR DPP® - Bio-Manguinhos),
enzyme-linked immunosorbent assay (EIA/ELISA - Bio-Manguinhos), and polymerase chain
reaction, were analyzed by specific IHC in duplicate. These dogs were previously diagnosed as VL.
THC showed sensitivity of 98.51 %, specificity of 100.00 %, positive predictive value of 100.00 %,
negative predictive value of 83.33 % and accuracy of 98.61 %. The major positivity was detected
in spleen samples. Kappa index between the tissues duplicate results was of 0.84. IHC technique,
standardized and implemented at NPQ-IAL, showed to be suitable to be used as routine test for
diagnosing canine leishmaniasis effectivelly.
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A leishmaniose visceral ¢ uma doenca
de curso crdnico, de carater antropozoondtico
e de envolvimento sistémico, que quando
ndo tratada resulta em morte em 90,00 % dos
pacientes. Na América, o agente etiologico
da doenca é a Leishmania infantum chagasi'.
A leishmaniose visceral americana ¢ transmitida
por um vetor pertencente a familia Psychodidae e
género Lutzomyia, e no Brasil o principal vetor ¢
Lu longipalpis'?. Atualmente, essa doenca atinge
varios estados brasileiros, com média anual de 3.553
casos no periodo de 2004 a 2013 e incidéncia de 1,90
casos por 100.000 habitantes’.

Do ponto de vista epidemioldgico, o cao ¢é
considerado o mais importante entre os animais
identificados como reservatérios do parasita,
até o presente momento*®. Este destaque baseia-se
nos seguintes fatos: a leishmaniose ¢ mais prevalente
na populagdo canina do que na humana, e a
doenca humana é normalmente precedida pela
infeccao canina. Além disso, a infeccdo dos
vetores ¢ favorecida pela maior quantidade
de parasitas que os cdes apresentam na pele,
comparativamente aos humanos®’. A prevaléncia da
leishmaniose visceral em caes de dreas endémicas
podeatingir20,00a40,00 % dapopulagdo*’. Acredita-
se que em areas com alta infec¢do na espécie canina,
a incidéncia na popula¢ao humana varie de 1,00 a
2,00 %”'°.

O  primeiro caso de leishmaniose
visceral canina (LVC) no Estado de Sao Paulo foi
diagnosticado em 1998 no municipio de Aragatuba,
regido noroeste do estado. A partir de entdo, o
niamero de casos na regido tem aumentado
consideravelmente. De acordo com os dados
da Diregdo Regional de Satide, 41 municipios
ja apresentaram casos confirmados da doenga,
que esta se disseminando para outras regides
do Estado com casos autdctones identificados na
regido metropolitana da cidade de Sao Paulo a
partir do ano de 20052

Em virtude da variedade de sintomas da
doenca, o diagnostico clinico da LVC ¢é dificil,
pois os achados clinicos sao inespecificos e
sugestivos de outras enfermidades. Dessa forma,
torna-se necessaria a utilizagdo de exames
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laboratoriais para seu diagnodstico'>'.

A histopatologia pode ser utilizada para o
diagnostico da leishmaniose visceral através da
detec¢ao microscopica do parasita e caracterizagdo
de lesoes teciduais decorrentes da presenca do
patégeno. No entanto, esta técnica apresenta
algumas limitagdes, como a demora operacional
e dificuldade de reconhecimento do parasita'.
A técnica de imunohistoquimica (IHQ) baseia-se
na detec¢do de antigenos in situ por meio
da utilizagdo de um anticorpo (policlonal ou
monoclonal) primario, relativamente especifico,
e de um sistema de enzima e substrato cromogeno
que se deposita no local da reagdo antigeno-
anticorpo. O diagndstico das leishmanioses
depende do achado de estruturas coradas pelo
cromogeno, de forma e de tamanho compativeis
com amastigotas16-20. Esta metodologia aumenta
a possibilidade de detecgdo do parasita nos
tecidos, principalmente quando a carga parasitaria
¢ baixa, e é plausivel de ser implantada na rotina
de diagndstico laboratoérial'®°.

O material para andlise pode ser
obtido por meio de excisio do fragmento tecidual
por biopsia incisional ou excisional ou, ainda,
durante a necropsia do animal. Os tecidos mais
comumente utilizados para realizar o diagnoéstico
de LVC em cées por meio de técnica de IHQ sdo
o linfonodo popliteo e a pele pela facilidade de
efetuar a coleta de amostra in vivo. A pesquisa dos
demais o6rgaos ¢ importante, porém tratando-se
de diagnostico na rotina veterinaria a biopsia
representa uma técnica invasiva para 6rgaos internos
como bago e figado®..

Contudo, esta técnica apresenta vantagens
como a possibilidade de realizar estudos
retrospectivos com a amostra incluida em
blocos de parafina, e a facilidade de manipulagiao
do material a ser submetido ao exame, visto
que este ao ser colocado em fixador adequado,
pode-se dispensar os cuidados especiais como
refrigeracdo (que ¢ necessaria para efetuar o
isolamento em cultura). A aplica¢ao dessa técnica
facilita a busca ativa de caes, mesmo em dareas
remotas, em que as amostras podem demorar a
chegar ao laboratério. No entanto, o resultado
do exame IHQ também ¢ influenciado por
diversos fatores pré- e pos-analiticos, como
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na etapa inicial pela qualidade de fixagdo do
espécime, na fase intermedidria pela escolha dos
anticorpos e pelas reagdes propriamente ditas,
e na etapa final na interpretagio de leitura
das laminas®*%. A produgdo de anticorpos anti-
Leishmania spp. é uma etapa fundamental para
realizar sua aplicagdo em técnicas imunoldgicas
de diagnostico. Outros autores ja utilizaram
soro hiperimune de coelho e de cdo como
anticorpo primario anti-Leishmania spp."* que
pode influenciar nos pardmetros de sensibilidade
e especificidade do teste. A THQ é considerada
complementar a histopatologia, pois apresenta
boa especificidade e sensibilidade, de cerca de 60
a 70 %"

Atualmente, o Ministério da Saude inclui a
IHQ como exame de referéncia para o diagnostico
de casos autoctones de LVC, sendo esta técnica
parte do fluxograma de agdes de controle e vigilancia
da enfermidade®. Desta maneira, ¢ fundamental
que os profissionais veterinarios estejam atentos
para casos suspeitos, e os laboratérios tenham
seus protocolos padronizados e controlados
em todas as etapas a fim de minimizar erros de
interpretagao'.

Este estudo tem como objetivo avaliar os
resultados obtidos pela reagio de IHQ para o
diagndstico de Leishmania spp. em amostras
coletadas de caes.
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Foram examinados 134 cdes oriundos
dos municipios de Votuporanga, Fernanddpolis,
Santa Fé do Sul, Valentim Gentil, Aracatuba,
Bauru, Marilia e Espirito Santo do Pinhal, em
diferentes regides do Estado de Sao Paulo, Brasil.
Todos o0s animais foram sorologicamente
positivos para leishmaniose visceral canina
(LVC) pelo teste rdpido TR DPP® Leishmaniose
Visceral Canina e Ensaio Imunoenzimatico
(EIE/Elisa) (Bio-Manguinhos, Rio de Janeiro, R],
Brasil), confirmados pela reagio em cadeia da
polimerase (PCR) e cultura para o diagnoéstico
de leishmaniose visceral conforme os protocolos
padronizadas no Centro de Parasitologia e
Micologia do Instituto Adolfo Lutz”. Todos os
animais foram classificados como sintomaticos

para LVC segundo os critérios estabelecidos por
Mancianti et al, 1988*.

Os caes foram eutanasiados conforme as
recomendagdes do Guia Brasileiro de Boas Praticas
paraEutanasiaem Animais(CFMV,2012),utilizando-
se anestésico barbiturico e, posteriormente, cloreto
de potassio, ambos intravenosos em animais
previamente sedados.

Os animais foram submetidos ao exame
necroscopico no periodo de 2012 a 2015; e foram
colhidos fragmentos de no maximo quatro cm’
(2cm x 2 cm x 1 cm) representativos dos seguintes
orgaos: linfonodo, pulmao, coragio, figado, bago,
rim, estdmago, intestino, pancreas, adrenal e
pele com e sem lesdo e bexiga urindria, no total
de 1.164 amostras.

Os fragmentos teciduais foram
imediatamente fixados em formalina a 10,00 %
em solugdo tamponada de fosfato e, entio,
submetidos ao  processamento  histoldgico,
inclusao em parafina e microtomia, para obten¢ao
de trés secgdes histologicas com espessura de
3 um. Um corte de cada tecido foi corado com
hematoxilina e eosina (HE). Outros dois cortes
por lamina foram submetidos a reagdo de IHQ,
sendo um para efetuar a imunomarcagao e outro
para controle negativo, seguindo-se o protocolo
do Nucleo de Patologia Quantitativa do Centro
de Patologia do Instituto Adolfo Lutz. Destas
amostras, 351 foram também processadas
e analisadas em duplicadas com dois blocos
distintos por 6rgao; e além das amostras citadas
anteriormente foram incluidos ovario, testiculo,
utero, medula dssea e pele de dobra ungueal,
a fim de avaliar a concordancia e a
representatividade  necessaria de fragmentos
para obtencdo dos resultados.

Para executar a reacio de IHQ, os cortes
histolégicos foram desparafinizados, hidratados
e submetidos a recuperagdo antigénica por meio
de calor imido sob pressio em tampao citrato
10 mM, pH 6,0 por trés minutos. A atividade da
peroxidase enddgena foi bloqueada com solugdo
de peréxido de hidrogénio a 6,00 %. As laminas
foram incubadas, overnight a 4 °C, com anticorpo
policlonal  anti-Leishmania  produzido  em
camundongo no Laboratério de Investigagdes
Médicas (LIM-50/Faculdade de Medicina da
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Universidade de Sao Paulo), e entio lavadas
com tampao PBS pH 7,4. Para estabelecer o
titulo adequado do anticorpo primario a ser
empregado no teste, foi realizada a titulagao deste
reagente. As dilui¢oes 1:2000, 1:3000 e 1:4000 do
anticorpo primario foram testadas utilizando-se
duas amostras de linfonodos caninos incluidos
notrabalho,comresultadospreviamenteconfirmados
por meio de sorologia e PCR para Leishmania spp. A
melhordiluicdodesseanticorpoparaserempregadano
teste de IHQ foi de 1:3000. Posteriormente, as laminas
foram incubadas com polimero de terceira geragao
marcada com imunoglobulinas e enzima peroxidase
(SuperPicture, Life Technology®) durante 60 min a
37 °C. A revela¢io foi feita com diaminobenzidina
(DAB) (Sigma®) em substrato cromogénico e
contra-coloragdo com hematoxilina de Harris.
Todas as laminas foram analisadas por dois
profissionais por meio de microscopio Optico
Olympus CX22LED no aumento de 400x. A
reacdio foi considerada positiva, quando se
vizualizou a imunomarca¢io castanho-dourada
de amastigotas teciduais, pela leitura feita em
consenso pelos profissionais, ou negativa quando
ndo foram observadas tais marcacdes (Figura 1).
Como controle positivo foi empregada a mesma
amostra da padroniza¢do do anticorpo. O controle
negativo da reagdo foi realizado omitindo-se a
adi¢do de anticorpo primario em todas as amostras
de linfonodo. Além disso, foram incluidos 10
amostras de linfonodos de caes com diagnostico
de linfoma, oriundas do municipio de Sao Paulo,
e negativas para Leishmania spp. na sorologia
e/ou PCR.

Todos os procedimentos realizados foram
aprovados pela Comissio de Etica no uso de
animais do Instituto Adolfo Lutz (CEUA-IAL
n° 03/2014).

Este trabalho teve o suporte financeiro
da FAPESP sob n° 12/51267-4 e Chamamento
Publico -n° 20/2013 SVS/MS.

Analise estatistica

As andlises estatisticas e a elaboracao
de graficos foram realizadas no software R
(www.rproject.org/) e Excel (Microsoft).
As frequéncias absolutas e relativas foram
calculadas e analisadas para todas as variaveis.
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Figura 1. Fotomicrografia de linfonodo popliteo de céo.
Imunomarcagio para Leishmania spp. em tecido histoldgico,
revelado com DAB e contra-corado com hematoxilina.
Aumento de 400x

Foram realizados calculos de sensibilidade,
especificidade, valor preditivo positivo,
valor preditivo negativo e acuracia, intervalo de
confianga 95 %, efetuando-se analise comparativa
entre o padrdo de referéncia (testes soroldgicos e
PCR) e rea¢do de THQ. Para efetuar a compara¢iao
entre as frequéncias absolutas de positividade
em cada tecido analisado entre os diferentes
municipios foi utilizado o teste de Fisher com
nivel de significincia de 5 %. Para avaliar a
concordancia entre as duplicatas de amostras,
calculou-se o indice Kappa (k). O grau de
concordancia é considerado baixo quando o
valor do Kappa é de 0 a 0,2; razoavel de 0,21 a
0,4; moderado de 0,41 a 0,6; bom de 0,61 a 0,8;
e muito bom de 0,8 a 1.

RESULTADOS

Por meio de rea¢iao de THQ, 132 (98,51 %)
dos 134 caes foram positivos para Leishmania spp.
em pelo menos um dos o6rgaos estudados. Das
1.164 amostras, 573 (49,23 %) foram positivas
na reagdo de IHQ (Figura 1). Nenhum dos dez
caes com diagnéstico de linfoma demonstrou
imunomarcagdo positiva para Leishmania spp.
A sensibilidade do teste THQ foi de 98,51 %
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(IC 95 % = 94,72; 99,59), a especificidade de
100,00 % (IC95 % = 97,17; 100), o valor preditivo
positivo de 100,00 % (IC95 % = 97,17; 100), o valor
preditivo negativo de 83,33 % (IC95 % = 55,20; 95,30)
e a acuracia de 98,61 % (Tabela 1).

Tabela 1. Andlise comparativa dos resultados obtidos da
associacdo dos testes sorologico e parasitologico (PCR
+ cultura) com a reagio de IHQ para o diagndstico de
leishmaniose visceral canina em amostras oriundas de
diferentes tecidos

Sorologico+PCR+cultura

Total
IHQ Positivo Negativo
Positivo 132 0 132
Negativo 2 10 12
Total 134 10 144
Em relagio as amostras de drgaos

analisadas, 78,79 % das amostras de tecido
esplénico analisadas exibiram imunomarcagdo
positiva, e este Orgdo apresentou a maior
frequéncia de positividade entre os tecidos
testados. No entanto, em amostras provenientes
de quatro dos oito municipios analisados, o
linfonodo popliteo foi o tecido com maior taxa
de positividade, variando de 50,00 a 100,00 %,
porém com positividade total de 76,99 %
(Tabela 2).

O terceiro 6rgdo com maior positividade
foi o figado, (73,64 %) considerando todos os
municipios, porém nas amostras provenientes
dos municipios de Fernanddpolis, Santa Fé do
Sul Valentim Gentil, Aragatuba e Espirito Santo
do Pinhal, esse 6rgao seguiu o bago em relagdo
a frequéncia de positividade. A pele lesionada,
com positividade de 65,45 %, foi o quarto tecido com
maior taxa de positividade.

A adrenal, apesar de ser um tecido
raramente analisado em caes com LVC,
apresentou positividade em 49 (51,58 %) das
95 amostras. A pele macroscopicamente sadia
foi o sexto 6rgdo com maior representatividade,
sendo positiva em 26 (45,61 %) das 57 amostras
analisadas. Rim, pulmao, pancreas, intestino,
coragdo, bexiga urindria e estdbmago foram os

tecidos que apresentaram menor reatividade de
32,14 %, 25,25 %, 22,67 %, 37,21 %, 21,21 %,
10,53 % e 3,44 %, respectivamente.

A frequéncia relativa de resultados
positivos no intestino exibiu diferenca estatistica
(p=0,0045) entre as amostras teciduais oriundas
dos municipios estudados, com variagdio de
resultados entre 10,00 % em Santa Fé do Sul e
51,14 % em Votuporanga. Nenhum outro tecido
apresentou diferencas estatisticas quanto a
positividade das amostras entre os diferentes
municipios. Os achados no exame de IHQ
estdo apresentados na Tabela 2.

Em relacio ao indice Kappa entre as
duplicatas das amostras dos diferentes tecidos
analisados, observou-se grau de concordancia total
muito bom; e as amostras de bago, figado, pele
em dobra ungueal e estdomago apresentaram
concordancia de 1,000. Outros tecidos que
apresentaram concordancia muito boa foram o
rim e o pancreas. Linfonodo, pele, adrenal, pele
sem lesdo, pulmio e intestino revelaram indice
Kappa menor do que 0,8, considerados bons.
Apenas o coragdo exibiu indice Kappa de 0,402,
e interpretado como moderado (Tabela 3).

Tabela 3. Valores de Kappa para avaliagido da concordancia
entre os resultados detectados nas duplicatas de amostras na
interpretagdo da reagio de IHQ em diferentes amostras de
tecidos coletadas de caes

Tecidos In?;ggls(;gp “ Interpretacgao
Baco 1,000 (1,000-1,000) Muito boa
Linfonodo 0,706 (0,315-1,000) Boa
Figado 1,000 (1,000-1,000) Muito boa
Pele 0,667 (0,310-1,000) Boa
Adrenal 0,723 (0,470-0,975) Boa
Pele sem lesao 0,798 (0,532-1,000) Boa
Rim 0,939 (0,820-1,000) Muito boa
Pulmio 0,742 (0,463-1,000) Boa
Pancreas 0,901 (0,713-1,000) Muito boa
Intestino 0,755 (0,502-1,000) Boa
Coragao 0,402 (0,072-0,797) Moderada
Pele em dobra ungueal 1,000 (1,000-1,000) Muito boa
Estdomago 1,000 (1,000-1,000) Muito boa
Total 0,840 (0,793-0,897) Muito boa

Legenda: IC= intervalo de confianga

*Bexiga urindria, ovario, testiculo, utero e medula dssea nao foram calculados
individualmente, devido a baixa representatividade amostral
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Neste estudo, a reagdo de IHQ apresentou
boa sensibilidade (98,51 %), especificidade
(100,00 %) e acuracia (98,61 %). Segundo Santos
et al (2011)*, a THQ mostra maior sensibilidade
do que o exame histopatologico corado com
HE e a citopatologia, provavelmente pela
ocorréncia de coloragio amarronzada conferida
pelo cromégeno empregado na técnica de IHQ.
Esta caracteristica possibilita a identificagdio da
forma, localizagdo e tamanho do parasita, e o
alto grau de contraste que ocorre entre os parasitas
e o tecido do hospedeiro torna o diagnéstico da LVC
mais preciso’.

O bago exibiu a maior porcentagem de
resultados positivos na IHQ, diferentemente
dos dados descritos por outros autores na
literatura que obtiveram taxas de 60,98 % e
69,57 %, respectivamente em caes com € sem
sinais clinicos de LVC®, e de 75,00 % nos caes
com LVC testados™, sendo que estas porcentagens
ficam aquém dos resultados obtidos em linfonodos
regionais nesses estudos. No entanto, amostras
provenientes de quatro dos oito municipios
estudados revelaram maior positividade em
linfonodo popliteo do que no bago, variando-se
de 50,00 a 100,00 %. Os linfonodos tém
sido apontados como orgaos de elei¢ao para
o diagnostico de LVC por meio de THQ; e ha
estudos que relatam boa sensibilidade de 65,85 %
a 85,00 % na andlise de animais sorologicamente
positivos***.

O figado tem revelado consideravel
variabilidade no diagnoéstico de LVC, visto que
Giunchetti et al.”” obtiveram resultados de 25,00
a 65,00 % de positividade em caes sem e com
manifestacoes clinicas, respectivamente. Moreira
et al’?, ao compararem os resultados da rea¢ao de
IHQ na analise de amostras de figado de caes
com LVC, detectaram a positividade de somente
53,66 % em animais com sinais clinicos e de 56,52 %

em aqueles sem sinais. Segundo Costardi®,
a positividade foi de 60,00 % em animais
assintomdticos e 75,00 % em sintomaticos.

No presente trabalho, o figado foi o tecido
com terceira maior porcentagem de resultados
positivos (73,64 %).

Em relagdo a pele, a positividade de 65,45 %
nos tecidos com lesdo e de 45,61 % em sem lesao
na reagdo de IHQ, foi compativel com o percentual
de 70,00 % detectado por Solano-Gallego et al”.
Os dados também corroboram o achado de
Queiroz et al*, que observaram reagdes positivas em
56,50 % de peles lesionadas e em 31,80 % de peles
sadias.

Na glandula adrenal, 49 (51,58 %)
dos 95 materiais analisados foram positivos
para Leishmania spp. pela IHQ. A adrenal tem
um papel essencial na resposta imune do
organismo ao stress e a agentes infecciosos, uma
vez que é praticamente a fonte exclusiva de
corticosterdides®®. Momo et al”’ demonstraram
17,78 % de positividade nas amostras estudadas,
valores estes inferiores aos encontrados no
presente estudo.

Os tecidos de rim, pulmao, péncreas,
intestino, coragdo, bexiga urindria e estdmago
revelaram baixa sensibilidade de 32,14 %, 25,25 %,
22,67 %, 37,21 %, 21,21 %, 10,53 % e 3,44 %,
respectivamente. E interessante observar que
houve diferenca estatisticamente  significante
entre a frequéncia relativa de positividade na
IHQ nas amostras de intestino entre aquelas
oriundas dos diferentes municipios estudados, sendo
10,00 % em Santa Fé do Sule 51,14 % em Votuporanga.
Estes achados ressaltam o amplo espectro de sinais
e sintomas que a doenca pode apresentar, e que
implicam no seu diagnostico.

Quanto ao indice Kappa para as duplicatas
teciduais analisadas, notou-se o valor geral muito
bom de 0,84. Os tecidos com maior indice de
concordancia foram de bago, figado, rim e estdbmago;
contudo, este ultimo demonstrou baixa frequéncia de
amostraspositivas. Olinfonodoeapelerevelaramgrau
de concordancia bom, assim como adrenal, pulméao e
intestino, apesar de alguns deles apresentarem baixa
prevaléncia. Apenas o indice Kappa do coragao foi
interpretado como moderado, provavelmente pela
baixa carga parasitaria nos tecidos positivos, o que
facilitaria a ocorréncia de resultados falso-negativos
na analise desse drgao. Estes valores indicam que
apenas um fragmento representativo dos tecidos
analisados seria suficiente para realizar o diagndstico
pela rea¢ao de IHQ, especialmente nos érgaos com
elevada positividade, como baco e linfonodo.
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A reagdo de IHQ para o diagnéstico de
Leishmania spp. foi padronizada e implantada
com sucesso no Nucleo de Patologia Quantitativa
do Centro de Patologia do Instituto Adolfo Lutz.
O bago e os linfonodos foram considerados os
o6rgaos de eleicio para realizar o procedimento
analitico, sendo necessario apenas um unico
fragmento tecidual representativo da amostra a
ser examinada.

A Fundagio de Amparo a Pesquisa (FAPESP) e
ao Ministério da Saude pelo suporte financeiro;
aos colegas Carlos Roberto Elias, Edson Bueno
dos Anjos, Elcio Sanches Esteves Junior, Mileno
Castro Tonissi, Fabiana Sisto Sandrin Giacometi,
Vanessa Gusmon da Silva, Elaine Barbosa Oliveira
pela colaboracio.
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