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APRESENTAGAO

Caro leitor,

Bem-vindo ao e-book "Diagndstico da Leishmaniose: desvendando os segre-
dos de uma doenga complexa". Neste guia abrangente, iremos explorar a fundo o
diagnostico dessa doencga parasitaria que tem afetado milhdes de pessoas em todo o
mundo. Ao longo das proximas paginas, vocé encontrara informagdes valiosas sobre
o histérico da doenca, sua etiologia, agentes causadores e transmissores, fisiopatolo-
gia das formas tegumentar (cutanea e mucocutanea) e visceral, técnicas de diagnds-
tico e diagnéstico diferencial, além de abordarmos a prevengao e os tratamentos dis-

poniveis.

A leishmaniose € uma enfermidade que possui um longo histérico de ocorréncia
e impacto na saude publica. Seus primeiros relatos datam de mais de um século atras,
e desde entdo, sua disseminagéo tem sido motivo de preocupagao em diversos pai-
ses, especialmente em regides tropicais e subtropicais. No entanto, o conhecimento
sobre a doenca e suas caracteristicas evoluiu consideravelmente ao longo do tempo,

resultando em avangos significativos no diagndstico e tratamento.

A etiologia da leishmaniose é atribuida aos parasitas do género Leishmania,
organismos microscépicos que infectam humanos e outros animais. Diferentes espé-
cies de Leishmania sao responsaveis por diferentes formas da doenga, que podem
variar de lesdes cutaneas localizadas a quadros sistémicos graves. Além disso, 0s
vetores transmissores, como flebotomineos (também conhecidos como mosquitos-
palha), desempenham um papel crucial na propagac¢ao do parasita, tornando o con-
trole da doenga ainda mais desafiador.

Ao entendermos a fisiopatologia das formas tegumentar e visceral da leishma-
niose, podemos compreender como essas doencgas se desenvolvem e manifestam
nos pacientes. As lesdes cutaneas e mucocutaneas podem apresentar-se de diferen-
tes maneiras, enquanto a forma visceral pode afetar érgéos internos, como o figado,
baco e medula 6ssea. Compreender os mecanismos por tras dessas manifestacdes

clinicas é fundamental para um diagnéstico e tratamento precisos.



Neste e-book, também discutiremos as técnicas de diagndstico utilizadas para
identificar a presenga do parasita no organismo. Desde exames laboratoriais tradicio-
nais, como a pesquisa direta do parasita em amostras de tecidos, até métodos mais
avangados, como testes sorologicos e moleculares, examinaremos suas vantagens,
limitagdes e aplicabilidade em diferentes contextos clinicos. Além disso, abordaremos
o diagnéstico diferencial, destacando outras doencgas que podem apresentar sintomas

semelhantes a leishmaniose e que requerem uma abordagem diferenciada.

Por fim, enfocaremos a importancia da prevencéo e do tratamento adequado
para combater a leishmaniose. Discutiremos estratégias de controle vetorial, medidas
de protecgao individual e comunitaria, bem como os protocolos terapéuticos mais utili-

zados para combater a infeccao pelo parasita.

Este e-book foi elaborado com o intuito de fornecer informagdes abrangentes
sobre o diagnostico da leishmaniose. Esperamos que vocé encontre neste guia uma
fonte confiavel de conhecimento, que o auxilie na compreensao dessa doenga com-

plexa e na busca por solugdes eficazes no combate a leishmaniose.

Boa leitura!



HISTORICO

As leishmanioses sdo um grupo de doencgas parasitarias causada por protozo-
arios transmitidos por alguns vetores alados. Estas sdo comuns principalmente em
paises subdesenvolvidos e entre a classe mais carente. Na ultima década a leishma-
nioses ocuparam a nona posi¢ao no ranking mundial das doengas infecciosas priori-
tarias e a segunda doencga parasitaria que mais mata, ficando atras somente da ma-
laria (PANTALEAO et al., 2019). Segundo Moreno (2019) e Soares Leote (2018), a
condigao ocorre pela infecgdo por um dos mais de vinte espécies do género leishma-
nia. No Velho Mundo o parasita € transmitido por vetores do género Phlebotomus, ja
no Novo Mundo membros do género Lutzomyia assumem esse papel, entretanto, atu-
almente mais de noventa espécies de vetores participam da transmissao. Dentre es-
tes, inclui-se até mesmo o Triatoma infestans, ou “barbeiro” como é conhecido, res-
ponsavel também pela transmissao de tripanossomiase.

O termo "leishmaniose" foi cunhado a partir do sobrenome de um dos respon-
saveis pela descoberta dos protozoarios que a causam. Conforme NEVES (1998), no
final do século XIX, Cunningham, Borovsky, Leishman, Donovan, Wright, Lindenberg
e Vianna identificaram independentemente os parasitas que causam as Leishmanio-
ses. Ronald Ross, por sua vez, deu 0 nome genérico de Leishmania a cada um desses
parasitas. Contudo, as leishmanioses nem sempre assim foram conhecidas. Histori-
camente, as lesdes recebiam o nome das regides onde elas ocorriam como, ferida de
Balkh (norte do Afeganistao), botdo de Aleppo (na Siria), botdo de Bagda (lraque), e
botao-do-oriente, no primeiro século d.C., na Asia Central.

No cenario nacional de 1908, os primeiros casos em de leishmaniose foram
relatados. Tratava-se da forma tegumentar humana. De acordo com Yoshida (1990),
a infecgao foi denominada Ulcera de Bauru devido ao elevado nimero de ocorréncias
entre os funcionarios envolvidos na construcéo da estrada de ferro Noroeste do Brasil,
localizada em Sao Paulo. Benchimol (2019) relata que a forma tegumentar foi consi-
derada a principal forma de afecgéo por vinte e seis anos desde o diagnéstico dos
primeiros casos. Somente em 1934, ao examinar amostras de viscerotomia post-mor-
tem em casos suspeitos de obito por Febre Amarela, o patologista Henrique Penna
encontrou a forma amastigota em fragmentos hepaticos. Desta forma, 41 casos foram
subitamente relacionados a leishmaniose visceral. Essa forma da doenga permaneceu

subdiagnosticada e foi considerada ausente até entdo. Em 1957, foi comprovada a



participagdo dos animais silvestres como reservatérios da LTA, quando se demons-
trou pela primeira vez a presenga da infeccao em roedores silvestres no Panama
(HERTIG et al., 1957; VERONESI e FOCACCIA, 1996; NEVES, 1998). Inicialmente,
a configuragao visceral apresentava um carater predominantemente rural e, até a dé-
cada de 90, aproximadamente noventa por cento dos casos notificados ocorriam na
regiao do Nordeste. Todavia, Machado (2012) nos conta que no final do século XX, o
processo de urbanizagao desordenada, em que as areas urbanas expandiram em di-
recao a regides rurais, provocou novas interagdes entre seres humanos, ambiente e
processos bioldgicos, resultando em uma modificagdo do perfil epidemioldgico do
pais. O desmatamento e a presenca de vetores sinantrdpicos da leishmaniose contri-
buiram para a incidéncia da LV em regides periurbanas e periferias dos grandes cen-
tros urbanos. Desde entdo, constatou-se um crescimento exponencial no registro de
casos de ambas as formas da doencga, sobremaneira a visceral. Segundo o Ministério
da Saude, em duas décadas de notificagdo a LTA chegou a 37.710 casos, e a LV a
48.455 (Figura 1). Dos casos totais de LV, 66% foram registrados na Bahia, Ceara,
Maranh&o e Piaui (LEOTE, 2018).

Figura 1 - Casos notificados de leishmaniose no Brasil
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Conforme observado, em particular, a forma visceral da doenga tem se expan-
dido por todo o pais, sendo que de 2000 a 2011, foram notificados mais de 40.000
novos casos (SOARES LEOTE, 2018). De acordo com o CRMV-MG (2012), a LV atu-

almente ja esta presente em 21 das 27 Unidades da Federacdo, afetando
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aproximadamente 1.600 municipios com transmissao autéctone. Belo Horizonte é
uma regidao que vem apresentando casos humanos tanto de leishmaniose visceral
quanto de tegumentar ha mais de 10 anos, bem como a presencga de flebotomineos
vetores, o que demonstra a ocorréncia de transmissao ativa da infecgao. Na regiéo, a
taxa de mortalidade da forma visceral € de aproximadamente 100 casos anuais. Con-
forme Soares Leote (2018), no &mbito global, mais de 90% dos casos de LV ocorrem
em apenas seis paises: india, Bangladesh, Sudao, Sud&o do Sul, Etidpia e Brasil,

sendo o terceiro maior foco mundial. Ainda, 90% dos casos de LVA ocorrem no Brasil.

Por muito tempo, a atengao esteve direcionada exclusivamente para a leishma-
niose em humanos, resultando no sacrificio em massa de caes, vistos apenas como
reservatérios naturais. Nos dias atuais, ainda ha menos informacgdes e estudos dispo-

niveis acerca da forma canina da doenca, em comparacao com a doenca humana.

E importante frisar que, das quatro vacinas disponiveis comercialmente em
todo o mundo, somente uma tem autorizacdo do MAPA para ser fabricada e vendida
no Brasil, a LeishTec® (produzida pela Hertape-Calier, em parceria com a UFMG —
Universidade Federal de Minas Gerais) (SILVA, 2015).

ETIOLOGIA

A etiologia da Leishmaniose envolve a interagcdo entre o parasita, o vetor e o
hospedeiro. Fatores como a urbanizagao, clima propicio, falta de saneamento, convi-
véncia de caes com outro cao e/ou animais silvestres, tem contribuido para a maior

incidéncia, uma vez que ha o aumento da densidade populacional de flebétomos.

A expanséo urbana esta diretamente ligada ao aumento de casos de leishma-
niose, a medida que areas rurais sédo transformadas em urbanas, ocorre a migragao
dos flebotomineos. Apesar destes terem sua origem silvestre, habitantes de florestas
primarias, estudos demonstram uma grande concentragdo dessas espécies em regi-
Oes periurbanas e urbanas (SOARES LEOTE, 2018).

O Varios fatores climaticos influenciam a variacdo do numero de individuos de

uma populagado de insetos e, para flebotomineos, parece haver uma relagao direta



entre a umidade do ambiente e o numero de formas aladas que emergem. Portanto,
o conhecimento da sazonalidade, quando comparada as caracteristicas ambientais,
permite a compreensao melhor da oscilagdo da populagao, contribuindo para a racio-
nalizacao das atividades de vigilancia e intervengao sobre o processo saude-doenca,
visando garantir a efetividade e equidade nas ag¢des de controle. (ALVES DE LIMA,
2019).

A presenga de animais silvestres em areas proximas a residéncias humanas
pode aumentar a exposi¢ao dos caes e dos humanos aos vetores infectados, ja que

podem ser reservatorios, aumentando o risco de transmissao da leishmaniose.

Além desses fatores, migracao, destruicdo ambiental, condi¢des precarias de
saneamento, desnutrigdo, sdo também alguns dos fatores sociais e ambientais asso-

ciados a transmissao da leishmaniose visceral (ALVES DE LIMA, 2019).

AGENTE ETIOLOGICO

A leishmaniose é uma doenca infecciosa causada por protozoarios do género
Leishmania, que é transmitido por picadas de mosquitos infectados com o parasita.
Na américa do sul, acredita-se que existam cerca de 20 espécies de leishmania, sendo
o Brasil o pais com maior numero dessas espécies, fato que pode ter correlagdo com
a area geografica ocupada por ele, além dos diferentes climas encontrados pelo terri-
tério nacional. Estas espécies de leishmania podem parasitar cerca de 26 espécies
diferentes de hospedeiros, inclusive o homem (SUNTER E GULL, 2017). Nas améri-
cas, a Leishmania chagasi € a espécie comumente envolvida na transmissao da leish-
maniose visceral e ha sete espécies de leishmanias envolvidas na ocorréncia de ca-
sos de leishmaniose tegumentar no Brasil; as mais importantes sdo: Leishmania
(Leishmania) amazonensis, L. (Viannia) guyanensis e L. (V.) braziliensis (MINISTE-
RIO DA SAUDE, 2023).

As leishmanias possuem em sua superficie, uma grande variedade de molécu-
las que sdo capazes de interagir com o hospedeiro acometido. O ciclo de vida da
leishmania € heteroxeno, sendo necessarios dois hospedeiros para que se complete,
sendo um vertebrado (mamifero) e um invertebrado(mosquito-palha). Dentre as espé-

cies de hospedeiros, destacam-se as espécies de flebotomineos, fato que torna o



territorio brasileiro um potencial pais para surtos da doenca, visto que o clima favorece
a multiplicacado de diversas espécies desses flebotomineos (SERAFIM et al., 2017).

No hospedeiro vertebrado, os parasitas assumem a forma amastigota (aflage-
ladas), arredondada e imével (3-6 um), que se multiplicam obrigatoriamente dentro de
células do sistema monocitico fagocitario (especialmente macréfagos). A medida que
as formas amastigotas vao se multiplicando, os macréfagos se rompem liberando pa-
rasitas que sao fagocitados por outros macréfagos, posteriormente, acontece a migra-
¢ao para os tecidos (SERAFIM et al., 2017).

O ciclo de vida (Figura 2) comeca no interior do mosquito, quando a leishmania
€ sugada durante o repasto do mosquito em um animal ja infectado, sendo ingerida a
forma amastigota. No intestino do hospedeiro invertebrado, a leishmania se diferencia
rapidamente uma forma promastigota, pois esta € capaz de resistir aos mecanismos
de defesa naturais do hospedeiro. A forma promastigota ira se aderir ao epitélio intes-
tinal do hospedeiro e se multiplicar, apdés a multiplicagao, estas comegcam um fluxo
migratério para o intestino anterior do parasito (RAMALHO E ORTIGAO, 2010).

Figura 2 — Ciclo da leishmaniose no flebotomineo e no hospedeiro vertebrado
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Os mosquitos hematdéfagos possuem uma valvula que permite que o sangue
nao volte para o animal sugado durante o repasto, mas quando este flebotomineo é
infectado pelas leishmanias, estas secretam quitinases que degradam essa valvula, o
que permite o refluxo de sangue para o animal parasitado e levando com este refluxo

as formas de leishmanias que infectarao um novo hospedeiro vertebrado (Figura 3)
(ROGERS, 2012).

Figura 3 — Repasto do flebotomineo

>

Sandfly head

Durante a alimentagao, flebotomineos nado infectados (A, B) atraem sangue
para a faringe, que é desviado para o intestino médio através da Valvula cibarial ou
estomodeal onde é digerida. Em flebotomineos altamente infectados (C, D) Leishma-
nia parasitas se ligam a valvula e se multiplicam no intestino médio anterior. Ao
mesmo tempo, os parasitas secretam proteofosfoglicano filamentoso (fPPG) que se
condensa para formar o gel secretor promastigota (PSG — em azul) obstruindo o in-
testino meédio e a faringe. O bloqueio do PSG forga a abertura da valvula cibarial,
permitindo que parasitas e gel alcancem a faringe e o intestino anterior, permitindo
que o sangue se misture com o PSG quando é levado para a faringe (C). Uma vez
que o PSG é altamente soluvel, quando o sangue € finalmente aspirado através da
obstrucdo do gel do parasita, uma proporgéao de parasitas do intestino médio e PSG
sdo regurgitados por refluxo na pele do hospedeiro vertebrado (D) (ROGERS, 2012).

AGENTE TRANSMISSOR

O vetor responsavel pela manutengao do agente no ambiente sdo as fémeas
infectadas da familia psychodidae, subfamilia phlebotominae dos géneros phleboto-

mus e lutzomya, sendo o género lutzomya o de maior importéncia na transmissao da
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leishmaniose no Brasil e América do sul (MOREIRA, 2003). Acredita-se que mais de
90 espécies sejam capazes de transmitir a leishmania.

Os flebotomineos séo insetos pequenos que medem de dois a trés milimetros
de comprimento, e possuem um raio de voo para pastejo de aproximadamente 200
metros até 2km; apresentam um corpo de cor acastanhado e cobertos por flamentos
de quitina; sdo popularmente conhecidos como mosquito-palha, birigui, corcudinhas
ou asa-dura (TAYLLOR et al.,2017).

Esses insetos possuem um ciclo de vida holometabolo, ou seja, possuem um
ciclo de metamorfose completo. Sendo que todo este ciclo acontece em meio terres-
tre, sua reproducéo acontece em locais umidos e ricos em matéria organica (WIJE-
RATHNA E GUNATHILAKA, 2020). Geralmente, vivem em florestas umidas e com
baixa luminosidade. Em ambientes domésticos, multiplicam-se principalmente em
abrigos para animais, galinheiros e outros locais ricos em matéria organica, uma tem-
peratura minima de 15°C é necessaria para o desenvolvimento dos ovos e, sob con-
dicbes otimas, os ovos podem eclodir em 1 a 2 semanas, mas esse tempo pode ser
mais longo em clima frio. No brasil, esses vetores podem ser encontrados durante
todo o ano, tendo uma predilegao por épocas mais quentes como o verao (TAYLLOR
et al., 2017). Apresentam habitos crepusculares e somente as fémeas se alimentam
de sangue devido as suas necessidades proteicas necessarias a reprodugéo. Os ma-
chos dessas espécies possuem como principal diferencial uma genitalia externa bem
visivel (WIJERATHNA e GUNATHILAKA, 2020).

Figura 4 — Fémea de flebotomineo realizando o repasto sanguineo
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SINAIS CLINICOS

O tipo de resposta imunoldgica (celular ou humoral), somada a outros fatores
como a idade, nutricao, sexo, outras enfermidades associadas, fatores imunossupres-
sivos, genética, presenca de endo e ou ectoparasitas e a viruléncia do parasito (Leish-
mania) s&o determinantes na resisténcia ou vulnerabilidade & doenga, como também
ao grau de agressividade dos sinais clinicos (JERICO et al., 2015). Na medida em que
a infecgdo se estabelece, o parasito se prolifera e coloniza tanto 6rgaos linfoides
guanto nao linfoides, causando reagdes inflamatoérias por todo o corpo do animal, ca-
racterizando-se por lesbes cutdneas, emagrecimento progressivo, aumento de vo-
lume dos 6rgaos linfoides, lesdes oculares, atrofia muscular, hepatomegalia, dor nas
articulagdes, mucosas hipocoradas e dificuldade para caminhar, sendo os trés primei-
ros os sintomas mais comuns da doenca (JERICO , 2015; SANTOS; ALESSI, 2016;
MORAILLON et al., 2013).

As lesbes cutaneas podem se apresentar de diversas formas diante das rea-
¢bes que a infecgéo por Leishmania spp. causam no hospedeiro (CRMV-MG, 2012).
Na maioria dos casos a doenca se manifesta na forma de dermatite esfoliativa néo
pruriginosa, associada ou ndo com a queda dos pelos, que pode ocorrer por todo
corpo ou localizada (ao redor dos olhos, orelhas e membros); na forma de inflamagao
ulcerativa, localizada principalmente no focinho, jun¢gdes mucocutaneas, na margem
interna do ouvido externo, proeminéncias 6sseas e entre os digitos; como também na
forma de dermatite nodular generalizada; necrose isquémica; despigmentagao da pele
e pelos e hiperqueratose (JERICO et al., 2015; CRMV-MG, 2012).

A linfadenomegalia também é de grande importancia clinica na Leishmaniose
Visceral, pois € considerada por muitos autores como um dos principais sinais clinicos
(CRMV-MG, 2012). Os linfonodos mais frequentemente afetados sdo os linfonodos

cervicais, popliteos e mesentéricos (CRMV-MG, 2012).

Outro sinal clinico muito associado a leishmaniose visceral com o patognom6é-
nico € o crescimento exacerbado das unhas, também chamado de onicogrifose). En-
tretanto, somente cerca de 30% dos animais diagnosticados apresentam essa sinto-
matologia, que pode sim estar associada a agdo do parasito na matriz ungueal, como
também a diminuic&do da atividade do animal pela doenca (SANTOS; ALESSI, 2016).
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Figura 5 — Dermatite esfoliativa periocular

Fonte: Imagem do autor (2023)

13



Os olhos também sao alvos comuns das reagbes causadas pela leishmaniose
visceral. Durante a instalagao da doenca nos olhos, as primeiras estruturas prejudica-
das sdo a Uvea e a conjuntiva por serem mais vascularizadas (JERICO et al., 2015).
Quando os parasitos chegam a glandula lacrimal eles podem promover a compressao
dos ductos secretores, diminuindo ou comprometendo a secregéo da lagrima que lu-
brifica os olhos, em consequéncia disso, o animal desenvolve ceratoconjuntivite seca,
que quando n&o tratada pode levar o animal a perder o olho comprometido (JERICO
et al., 2015).

4 . W i/
Fonte: Livro Tratado de Medicina Interna de Caes e Gatos (JERICO et al., 2015)
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Figura 8 — Onicogrifose

Fonte: Livro Tratado de Medicina Interna de Caes e Gatos (JERICO et al., 2015)

Figura 9 — Dermatite nodular multifocal
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Fonte: Livro Tratado de Medicina Interna de Caes e Gatos (JERICO et al., 2015)
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Figura 10 — Atrofia muscular em musculos mastigatérios e temporais
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Fonte: Livro Tratado de Medicina Interna de Caes e Gatos (JERICO et al., 2015)

. &

Figura 11 — Blefarite

Fonte: Livro Tratado de Medicina Interna de Cées e Gatos (JERICO et al., 2015)
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FISIOPATOLOGIA

A transmissao da leishmaniose ocorre geralmente, mas ndo somente, através
da picada de mosquitos flebétomos que possuem a forma promastigota infeccioso ndo
replicativo na sua cavidade oral (SANTOS; ALESSI, 2016). Quando inoculado no hos-
pedeiro vertebrado a infecgao inicia no local da picada provocando resposta inflama-
téria e imune, com a presenca de formas parasitarias, linfocitos, macrofagos, células
dendriticas, neutroéfilos, provocando subsequentemente uma lesdo nodular primaria

que pode ter até trés centimetros de diametro (JERICO et al., 2015).

Figura 12 — Les&o nodular primaria em cao diagnosticado com Leishmania

Fonte: Imagem do autor (2023)
As formas promastigotas inoculadas sdo entao fagocitadas por células dendri-

ticas e macrofagos. Quando estiverem internalizadas nas células dendriticas, elas se-
rao drenadas pelo sistema linfatico até os linfonodos de drenagem, no qual as parti-
culas antigénicas do parasito serdo apresentadas para as células de defesa do orga-
nismo, que modulardo uma resposta inflamatéria para o local da picada, onde se en-
contram os parasitos (MINISTERIO DA SAUDE, 2010).
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Os macrofagos, diferentemente das células dendriticas, irdo fagocitar o para-
sito para que ele seja eliminado no seu interior (fagolisossoma), e para que o parasito
obtenha sucesso na infecgao ele precisa sobreviver ao ambiente com pH acido do
interior do macréfago (JERICO et al., 2015). A fim de garantir sua sobrevivéncia, o
parasito internalizado inibe a sintese de substancias oxidativas, tais como o éxido ni-
trico e superdxido, porém estimulando a produgao de citocinas, a morte do macrofago,
e consequentemente a produgédo de células T (JERICO et al., 2015). As células T se
subdividem em duas linhagens, a Th1 e Th2, que promovem imunidade celular e hu-
moral, respectivamente (JERICO et al., 2015). Caes habitualmente desenvolvem
leishmaniose visceral (NELSON et al., 2015). Entretanto, a denominagao “VISCERAL”
nao limita as manifestacdes clinicas da doenca, podendo se manifestar na pele, nas
mucosas € nas visceras, sequencialmente ou ao mesmo tempo (SANTOS; ALESSI,
2016).

Por possuir uma caracteristica replicativa no interior do macréfago, que ironica-
mente teria a fungédo de destruir agentes invasores, nos individuos susceptiveis as
formas amastigotas da Leishmania spp. acabam driblando seu sistema imune, possi-
bilitando que elas se espalhem por todo o corpo do animal (TAYLOR et al., 2017).
Com o objetivo de esclarecer as modificacdes que o parasito proporciona no corpo do
animal, dividimos a fisiopatologia da doenga em 3 (trés) formas: cutanea, mucocuta-

nea e visceral.

Forma cutanea

Através da via hematdgena, as formas amastigotas podem chegar a todos os
compartimentos do corpo, e na pele do animal, sua presenga aciona pela via exdgena

a resposta imunolégica inata (CRMV-MG, 2012).

Como a pele é um local que possui maior chance de entrar em contato com
microrganismos invasores, ela se torna um compartimento preparado com muitas cé-
lulas sentinelas (células responsaveis por reconhecer e responder a microrganismos
invasores), como os macrofagos, células dendriticas e mastoécitos (TIZARD, 2014). A
morte das células promove a inflamagéo e a migracao de leucdcitos do sangue para

o local da inflamacéo por diapedese, principalmente os neutrdfilos.
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A persisténcia da inflamacédo e da morte celular induz a produgao de novas

células de renovacéo tecidual e resposta imune especifica (TIZARD, 2014).

Figura 13 — Forma amastigota da leishmaniose em esfregaco sanguineo

A 20 pm

Fonte: Imagem de ANTUNES et al. (2016)

Microscopicamente, a presenca de infiltrado inflamatdrio difuso em derme, com
macrofagos repletos de formas amastigotas, linfocitos e plasmaécitos séo caracteristi-
cos da dermatite esfoliativa da leishmaniose (CADERNOS TECNICOS DE VETERI-
NARIA E ZOOTECNIA, 2012). Quando esses mesmos componentes estdo presentes
ao redor de foliculos pilosos o animal também pode apresentar alopecia e hiperque-
ratose (JERICO et al., 2015). As dermatites ulcerativas, normalmente séo fruto de re-
acao inflamatoria intensa, que diminui a carga parasitaria no local da lesédo, com ele-
vada carga de células sentinelas, neutrdfilos, eosinofilos e linfocitos. A migragcéo de
macrofagos repletos de formas amastigotas para regides especificas da pele, como

pontos de pressao articular justificam o aparecimento de ulceras (CRMV-MG, 2012).
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A resposta imunolégica, quando nao é modulada de forma correta para com-
bater os parasitos ou quando o animal apresenta uma deficiéncia na resposta imune,
normalmente ela é caracterizada melo acumulo desordenado de varias células de de-
fesa, principalmente os macréfagos, no local da infecgéo, provocando macroscopica-
mente as lesdes nodulares que podem variar de milimetros até 10 centimetros de
didmetro (CRMV-MG, 2012).

Figura 14 — Macrofago com formas amastigotas da leishmaniose em esfregaco

*e

Fonte: Livro Patologia Veterinaria (SANTOS; ALESSI, 2016)

Forma mucocutianea

As alteragdes mucocutdneas normalmente ocorrem como consequéncia se-
cundaria da resposta imune em outros focos de infecgdo, como ocorre na pele e nas
visceras. A producio exacerbada de imunocomplexos pode provocar em todo o corpo
do animal o a vasculite, rompimento de vasos e necroses focais. Na mucosa nasal, o
rompimento de vasos sanguineos pela presenga de imunocomplexos circulantes pro-

voca o quadro de sangramento nasal (epistaxe) (CRMV-MG, 2012).
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Figura 15 — Epistaxe em céo

Fonte: Livro Semiologia Veterinaria (FEITOSA, 2020)

Figura 16 — Ulcera em cavidade oral de cao, causada pelo quadro de azotemia

e
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Fonte: Livro Tratado de Medicina Interna de Caes e Gatos (JERICO et al., 2015)



Como consequéncia das alteragdes renais, temos a insuficiéncia renal crénica,
gue aumenta as concentragdes de ureia e creatinina sérica (azotemia). Nas mucosas
a ureia pode causar alteragdes agressivas como ulceragao e necrose, principalmente
da mucosa oral (JERICO et al., 2015).

Forma visceral

Semelhantemente a forma cuténea, as visceras também seréo infectadas atra-
vés da via hematogénica. O bago € um dos principais 6rgaos afetados e a proliferagao
do parasita provoca desorganizagdo da sua estrutura celular (JERICO et al., 2015). A
presenga do parasito no 6rgdo forma granulomas, compostos por neutrofilos e linfoci-
tos, além de hiperplasia de polpa branca pelo intenso parasitismo das células macro-
fagicas e congestao da polpa vermelha, com dilatagdo dos vasos, que podem se jus-
tificar pela presenca de imunocomplexos circulantes, autoantigenos e pela resposta
perivascular (CRMV-MG, 2012).

Os imunocomplexos e autoantigenos sao responsaveis pela caracteristica mais
patogénica da doencga, pois eles sdo capazes de induzir respostas inflamatdrias de-

generativas e necréticas por todo o corpo do animal (JERICO et al., 2015).

Figura 17 — Bacgo de cao apresentando espessamento capsular com presenca
de tecido fibroso

Fonte: Livro Patologia Veterinaria (SANTOS; ALESSI, 2016)
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No figado, a resposta mediante a presenta do parasito se comporta da mesma
forma que no bacgo, ou seja, formando granulomas que podem ser encontradas no
parénquima e nos espacos portais (CADERNOS TECNICOS DE VETERINARIA E
ZOOTECNIA, 2012). A multiplicagdo das formas amastigotas no interior das células
de Kupffer pode causar hepatomegalia e consequentemente apresentar quadro de
vémito, ictericia e perda de peso (JERICO et al., 2015).

A fisiopatologia renal esta diretamente relacionada com os imunocomplexos
circulantes, principalmente IgG e IgM, e da ativagao do sistema do complemento, que
& um mecanismo de resposta tanto inata, quanto especifica (JERICO et al., 2015;
TIZARD, 2014). A deposicao crdnica das imunoglobulinas e das proteinas do sistema
do complemento na membrana basal do glomérulo provoca lesao renal crénica e por
fim, faléncia renal, que é a principal causa de morte das infeccoes por leishmaniose
visceral (JERICO et al., 2015).

Figura 18 — Glomerulonefrite imunomediada em cao causada por Leishmania

Fonte: Livro Patologia Veterinaria (SANTOS; ALESSI, 2016)

23



DIAGNOSTICO

O diagnéstico da LVC tem sido desafiador para muitos médicos-veterinarios e
profissionais da saude publica, em virtude de muitos animais se apresentarem assin-
tomaticos ou com grande variabilidade de manifestagdes clinicas, que, muitas vezes
mimetizam outras enfermidades, e também pela dificuldade em se obter uma prova
diagnostica com 100% de sensibilidade e especificidade. Assim, o diagndstico deve
sequir etapas sucessivas com base nos seguintes critérios:

e Epidemiolégico: procedéncia, faixa etaria, presenca do vetor e de animais in-
fectados na regiao de origem;

e Clinico: pesquisa de sinais sugestivos da enfermidade, como hepatomegalia
e/ou esplenomegalia, linfadenomegalia, onicogrifose;

e Laboratorial: provas especificas, além de achados sugestivos no hemograma

e na eletroforese de proteinas.

Achados clinico-patolégicos

A leishmaniose canina ¢ uma doenga cronica sistémica que tem o potencial de afetar
qualquer 6rgao, tecido e fluido bioldgico. Ela se manifesta por meio de uma variedade de sinais
clinicos. “As principais anomalias clinico-patologicas sao hiperglobulinemia, hipoalbumine-
mia, proteindria, aumento da atividade das enzimas hepaticas, anemia, trombocitopenia, azote-

mia, linfopenia e leucocitose com desvio a esquerda.”

Segundo GREENE, C. E. 2015, a tabela apresenta um resumo dos achados
clinico-patologicos de trés estudos de série de casos de grande porte sobre a leish-
maniose canina. Os achados bioquimicos mais consistentes no soro de caes com
leishmaniose clinica baseiam-se em hiperproteinemia com hiperglobulinemia e hipo-
albuminemia, em consequéncia da proporg¢ao albumina/globulina diminuida. A hiper-
globulinemia beta e a hipergamaglobulinemia policlonais em caes de regides endémi-
cas com L. infantum, sem causa aparente, ou em caes que viajaram para essas areas
devem ser investigadas como possivel indicagao de leishmaniose. As proteinas de
fase aguda estéo elevadas no soro de caes enfermos. Frequentemente ocorre eleva-
cao discreta da atividade das enzimas hepaticas; entretanto, a elevagao pronunciada
da atividade das enzimas hepaticas, a azotemia grave ou ambas sdo encontradas

apenas na minoria de cades com leishmaniose. Verificam-se proteinuria e algumas
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anormalidades renais na maioria dos caes com essa doenga, e a doencga renal sub-
sequente causada por glomerulonefrite por imunocomplexos acaba se desenvolvendo
em caes com disfungao renal patoldgica progressiva. A proporgao proteina/creatinina
urinaria e a enzimuria foram propostas como testes para avaliar a lesao renal em ani-

mais acometidos.

Figura 19 - Percentual de caes com alteracdes fisioldgicas

Anormalidade Porcentagem de caes

Hiperproteinemia 633272850

Hiperglobulinemia 762 100870

Hipoalbuminemia 683 943

Diminuigdo da proporgao 762
afbumina/globulina

Azotemia 163 4599370

Atividade aumentada da fosfatase 163 5199370
alcaling sérica

Atividade aumentada da alanina 16 61970
aminotransferase

Proteindria 715a85"8®

Anemia 603 73,4130

Leucocitose 4@

Leucopenia "

Trombocitopenia 293 a 504

Resultado positivo para anticorpo 312539
antinuclear

Teste de Coombs positive 713 p483m0

Com frequéncia, observa-se anemia arregenerativa leve a moderada. A leuco-
citose discreta, a leucopenia e a pancitopenia sdo achados inconsistentes. Todavia, a
linfopenia € frequentemente relatada em caes com leishmaniose. Além disso, € pos-
sivel detectar hiperviscosidade do soro, trombocitopatia, trombocitopenia imunomedi-
ada secundaria, comprometimento da hemostasia secundaria e fibrindlise. E possivel
qgue os resultados de testes para anticorpos antinucleares sejam positivos em caes
com infecgdo por L. infantum, particularmente nas infecgdes copatogénicas. Os para-
sitos raramente sdo detectados em esfregagos de sangue periférico. Observa-se a
ocorréncia de inflamacdo linfocitaria e neutrofilica com amastigotas de Leishmania no
liquido sinovial de cdes com poliartrite tanto erosiva quanto nao erosiva. Os cdes com

sinais neuroldgicos apresentam mais comumente pleocitose linfocitaria. Foi relatada
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reducédo da qualidade do sémen de cdes com leishmaniose, com pouca motilidade
progressiva e alto escore de defeitos dos espermatozoides e cabecas normais sepa-
radas. A reducdo da qualidade do sémen ¢é parcialmente revertida apds tratamento

prolongado.

Métodos indiretos

Sorologia

O teste sorolégico é baseado na detecgao de anticorpos especificos contra o
parasita Leishmania. Na LVC observa-se uma estimulagao policlonal de linfécitos B,
resultando em uma grande produgao de Imunoglobulinas, facilitando assim a detecgao
de anticorpos por meio de métodos soroldgicos ja que sdo menos invasivos e mais

praticos.

Os testes mais comuns sao o teste de Reagéo de imunofluorescéncia indireta
(I.F.I), o ensaio imunoenzimatico (ELISA do inglés Enzime-linked Immunosorbent As-
say) e o DPP (Dual Path Plataform). Esses testes emitem o teste positivo ou negativo e
nao detectam a presenga do protozoario, ou seja, sdo testes indiretos qualitativos.
Titulos elevados de anticorpos (principalmente IgG) sao encontrados em 80 a 100%
dos caes com a doenga clinica e podem ser conclusivos para um diagnéstico. Todavia,
€ necessario ter cautela na interpretagcao desses métodos, uma vez que nao apresen-

tam sensibilidade e especificidade de 100%.

O Ministério da Saude (MS) e o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abasteci-
mento (MAPA) pensando em um diagndstico de baixo custo e alta confiabilidade, pre-
conizaram testes soroldgicos para o diagnostico de LC. Em 2006 o Brasil optou por
trabalhar com os testes Elisa e R.I.F.I. O teste de Elisa era recomendado para triagem
e o teste R.I.LF.I usado como comprobatério aos resultados reagentes do Elisa.
Em 2011, por meio de uma nota Técnica conjunta 01/2011, a secretaria de vigilancia
em Saude do Ministério da Saude substituiu o protocolo de diagndstico do LVC, sendo
que, a partir de entdo, seria usado o DPP como triagem e Elisa como comprobatorio
nos casos de positivos da triagem (MOLLA; FILHO, 2021, p.21).
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Apesar destes testes apresentarem boa especificidade e sensibilidade, estas
podem emitir um resultado falso-positivo ou falso negativo. Foi relatada a ocorréncia
de reacgdo cruzada com outras espécies de Leishmania e Trypanosoma. (GREENE,
Craig E., 2015, p.776), além dessas foram descritas por diversos autores reagdes com
babesiose, neosporose e erliquiose monocitica canina (EMC), correndo-se o risco de
eutanasiar um cao falso-positivo. (HELENA DOMINGOS, 2012, p.40).

As vacinas contra Leishmania spp., em alguns paises, complicou o diagnostico
soroldgico da doenga em caes imunizados (Solano-Gallego et al., 2017). Como é im-
provavel que os cdes eliminem a infeccdo de maneira espontanea, a maioria dos ani-

mais com resultados verdadeiro-positivos a sorologia esta atualmente infectada.

O teste imunocromatografico é um teste qualitativo, de facil execugéao e resul-
tado rapido, que tem como objetivo detectar anticorpos para leishmaniose visceral em

soros de caes, sendo o teste utilizado nesta pesquisa o “Kalazar Detect™ fabricado

por InBios International (Seattle, WA) que em seu “kit &€ dotado, além do teste propri-

amente dito, de solugdo tampé&o usada durante a execucéo.

Figura 20— Teste Imunocromatogréfico
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A) Reacao positiva. B) Reagéo negativa
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Imunofluorescéncia indireta

O IFI-LVC consiste na reagao de anticorpos presentes nos soros com os para-
sitos, sob forma promastigota (Leishmania sp.), fixados em laminas de microscopia.
Em uma etapa subsequente, é utilizado um conjugado de anti-imunoglobulina de cao,
fragdo 1gG, marcada com produto fluorescente (isotiocianato de fluoresceina) para

evidenciagao da reacao (Bio-Manguinhos/Fiocruz, 2008).

No estudo de BADARO ET AL., 1993 determinou-se que antigeno de promas-
tigotas fazendo uso de L. chagasi foi sensivel e especifico com relagdo aos outros

antigenos, sendo recomendado pelos autores para o diagnostico da LV pela I.F.I.

DPP

O teste rapido TR DPP® Leishmaniose Visceral Canina utiliza a avangada tec-
nologia de imunoensaio cromatografico Dual Path Platform (DPP®), esse teste ofe-
rece uma sensibilidade e velocidade significativamente superior em comparagao a ou-
tras metodologias disponiveis. Isso permite a detecgdo mais rapida da doenga (Bio-

Manguinhos/Fiocruz, 2020).

Trata-se de um ensaio imunocromatografico de triagem que emprega de um
lado, a combinagéo de proteina A conjugada a particulas de ouro coloidal, e de outro,
antigenos recombinantes rk28 (fuséo da rk9, rk26 e rk39) especificos de Leishmania
ligados a uma membrana de nitrocelulose. Se houver a presenca de anticorpos anti-
Leishmania na amostra testada, estes reagirdo com os antigenos recombinantes, e
em sequéncia se ligardo a combinagao de proteina A e ouro coloidal, fornecendo o
resultado positivo por meio de reagao de cor (HELENA DOMINGOS, 2012, p.40).

As proteinas recombinantes consideradas altamente sensiveis para a detecgao
de infeccdo em caes sao K39, K26, KMP11, SMT, cisteina protease, e a proteina qui-
meérica Q. Outro estudo demonstrou a alta sensibilidade e especificidade de um extrato
proteico ribossdmico (GREENE, Craig E., 2015).
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O TR DPP® pode ser utilizado com amostras de soro, plasma ou sangue total

venoso, conferindo flexibilidade ao procedimento diagndstico (Fiocruz, 2020).

De acordo com um estudo feito por GRIMALDI ET AL. (2012) o TR-DPP®, tem
a sensibilidade de 98% no diagndstico de caes sintomaticos e 47% nos assintomati-
cos, sugerindo a necessidade de testes mais sensiveis na detec¢gdo de animais recém

infectados.

ELISA

A utilizacdo de um ELISA de alta especificidade é fundamental, uma vez que
este representa o diagndstico confirmatoério da LVC e trata-se de uma informacgéao de-
cisiva para a eutanasia do animal. A utilizagdo de antigenos brutos soluveis do para-
sita no ELISA apresenta alta sensibilidade, porém baixa especificidade devido a pro-
ximidade antigénica de Leishmania sp. a outros agentes patogénicos que comparti-
Iham epitopos antigénicos semelhantes, em especial com os tripanossomatideos
(FERREIRA et al., 2007).

Reacgdes cruzadas no diagnostico sorolégico de LVC ja foram reportadas por
Ferreira et al. (2007), os quais observaram valores de sensibilidade e especificidade
de 100% e 96%, respectivamente, ao utilizar o teste ELISA (EIE-LVC) (Bio-Mangui-

nhos/Fiocruz).

A visualizacédo da reagdo ocorre quando adicionada uma anti-imunoglobulina
de cado marca da com a enzima peroxidase, que se ligara aos anticorpos especificos
caso estejam presentes, gerando um produto colorido que podera ser medido por es-
pectrofotometria. O resultado considerado sororreagente € aquele que apresente o
valor da densidade dtica igual ou superior a 3 desvio-padrbdes do ponto de corte (cut-

off) do resultado do controle negativo.

Atualmente, ndo existe um antigeno padronizado para o diagndstico sorolégico
da LT, sendo muitas vezes utilizados extratos soluveis do parasito, o que torna varia-
vel a especificidade do teste, principalmente, devido a ocorréncia de reatividade cru-
zada. Dessa forma, os testes de detecgcdo baseados em antigenos ou anticorpos,

como o imunoensaio enzimatico (ELISA), apresentam vantagens, no entanto, quando
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os 20 extratos antigénicos do parasito sdo empregados, os testes sorolégicos apre-
sentam problemas em sua sensibilidade e/ou especificidade. Esses testes apresen-
tam vantagens por serem menos invasivos e com menos risco para os pacientes
guando comparada as outras metodologias, além de ser uma técnica de facil execu-

¢ao, menor tempo, além da possibilidade de padronizagdo (REZENDE R., 2018, p.45).

Dessa forma, os testes de deteccdo baseados em antigenos ou anticorpos,
como o ensaio imunoenzimatico (ELISA), apresentam vantagens significativas. No en-
tanto, quando sao utilizados extratos antigénicos do parasito, os testes soroldgicos
podem apresentar problemas de sensibilidade e/ou especificidade. Apesar disso, es-
ses testes sdo vantajosos por serem menos invasivos e oferecerem menor risco para
0s pacientes, se comparados a outras metodologias. Além disso, eles sao de facil

execucao, requerem menos tempo e permitem a padronizag¢ao dos resultados.

Em um estudo feito por (REZENDE RODRIGUES, 2018,) foi analisado o de-
sempenho de proibitina e de seu peptideo sintético no diagndstico de LVC, o qual se
concluiu que, em relagao ao diagnostico soroldgico da LVC por de ELISA, a proibitina
e seu peptideo sintético apresentaram melhores valores de sensibilidade e especifici-

dade quando comparado ao SLA L. infantum (SLALI).

Estudos demonstraram que a proibitina € expressa na superficie do parasito,
ancorada por GPI, particularmente concentrada no polo aflagelar, sendo o polo afla-
gelar uma regido através da qual ocorrem interagdes hospedeiro-parasito (JAIN et al.,
2010, p.56).

Métodos diretos

Parasitologico

O método parasitologico € considerado padréo-ouro para diagnoéstico da LVC.
E baseado na visualizacdo microscoépica direta de formas amastigotas de Leishmania
em laminas coradas, confeccionadas com esfregagco de material colhido por pungao
aspirativa nos 6rgaos-alvo (bago, figado, linfonodos e medula 6ssea) ou em fragmen-

tos de bidopsia dos mesmos. Ocasionalmente os parasitas também podem ser
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encontrados em esfregacos sanguineos, em impressodes citolégicas obtidas abaixo de

crostas e escamas cutaneas, ou por meio de aspirado de nddulos cutaneos.

A identificacdo de formas amastigotas em esfregacgos de aspirado de linfonodo
ou medula 6ssea é considerada o método preferencial para o diagnéstico de infecgao
estabelecida e disseminada na Leishmaniose Visceral (LV). Esse método é rapido, de
facil execucao, de baixo custo, nao invasivo e possui 100% de especificidade. No en-
tanto, a sensibilidade do exame microscépico pode variar, dependendo da coleta e
qualidade da amostra, do tempo dedicado a analise, da habilidade do profissional e

da intensidade do parasitismo.

As formas amastigotas sao facilmente identificadas devido ao seu formato es-
férico a oval, medindo entre 2 a 5 ym. Elas apresentam um nucleo arredondado e um

cinetoplasto alongado.

Figura 21 - Forma amastigota do parasito em esfregaco de linfonodo
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CULTURA

Além do exame direto, também é possivel detectar o protozoario por meio de
isolamento em meio de cultura (in vitro). As formas amastigotas obtidas nos aspirados
ou fragmentos dos 6rgaos sao inoculadas em meios de cultura especiais contendo
Agar e sangue de coelho (NNN, LIT ou Schneider, por exemplo), e se transformam
apos trés a cinco dias em promastigotas facilmente identificaveis. Porém o método
tem baixa sensibilidade nos estagios iniciais da doenga, nos quais a carga parasitaria
€ pequena. Também possui limitagdes por ser laborioso, de alto custo, lento, e por
demandar acompanhamento sistematico e pessoal altamente treinado para sua reali-
zacao. Qualquer que seja a técnica de deteccao/observacao utilizada, o diagnostico
parasitolégico pode dar resultados falso-negativos para pacientes assintomaticos,
onde poucas formas amastigotas estdo presentes. Além disso, esse método € reali-
zado a partir de procedimentos invasivos (a depender do local de coleta), tornando
inviavel sua utilizagdo em inquéritos censitarios dos programas de vigilancia e controle

da doencga (Gomes et al., 2008).

PCR

Testes que amplificam acidos nucleicos de agentes biolégicos representam a
ferramenta diagndstica mais recente e rapida para o veterinario clinico. A reagdo em
cadeia pela polimerase (PCR) é mais utilizada para amplificar pequenissimas quanti-
dades de acido desoxirribonucleico (DNA) presentes em amostras bioldégicas, em pou-
cas horas. Do mesmo modo, o acido ribonucleico (RNA) também pode ser amplificado,
uma vez que é possivel converté-lo em cDNA por meio da transcriptase reversa (RT-
PCR).

A aplicacédo da PCR na clinica de pequenos animais € maior para diagnéstico
de agentes infecciosos e parasitarios, particularmente para agentes de crescimento
lento e dificil, porém também é utilizada em combinagdo com outras técnicas para a
deteccdo de alteragdes genéticas como mutagdes e polimorfismos, avaliagéo da re-
sisténcia microbiana a antibidticos, doencas neoplasicas, bem como avaliagado da

carga viral ou parasitaria.
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SELECAO, COLETA E CONSERVAGAO DA AMOSTRA

Sucesso da aplicacdo de técnicas de manipulacdo de acidos nucleicos para
fins diagnésticos depende fundamentalmente da amostra. Ao optar por um teste que
utiliza tecnologias de DNA ou RNA, o clinico deve sempre ter em mente as seguintes
perguntas: Estou colhendo o material certo? O procedimento de coleta é apropriado?
A quantidade de amostra é adequada? O acondicionamento e a remessa do material
estdo corretos? Essa etapa € a mais importante de todo o processo, pois € da amostra
enviada que os acidos nucleicos serao extraidos e posteriormente manipulados e ana-

lisados.

A amostra biolégica a ser colhida para o diagndstico molecular depende da
disponibilidade e da facilidade de coleta, além do objetivo do diagnoéstico. Como rotina,
amostras frescas sdo mais interessantes. Nessa categoria, o0 sangue total apresenta
maior facilidade de coleta. Amostras de sangue devem ser colhidas em tubos com
anticoagulante ndo heparinizados, preferencialmente com citrato de sédio ou acido
etilenodiamino tetra-acético (EDTA) e devem ser mantidas congeladas, de —20 a —

80°C, até o processamento.

Amostras de liquor ou de tecidos de biopsias e necropsias também podem ser
utilizadas e devem, preferencialmente, ser mantidas congeladas a —20°C. Alternativa-

mente, as amostras podem ser mantidas em etanol a 95%, em temperatura ambiente.

Sempre que possivel, devem-se colher amostras em duplicata a fim de que se
possa repetir a extragado do DNA, caso seja necessario. De modo geral, utilizam-se de

500 a 700 pt de sangue total e de 10 a 30 mg de tecidos.

A extracdo de RNA, em geral, exige maiores cuidados para que nao haja de-
gradagao do acido nucleico, mais labil que o DNA, e demanda que as amostras sejam
imediatamente congeladas a —80°C, caso o objetivo da analise necessite, por exem-
plo, da avaliagao da expressao de determinada proteina em tecidos, analise ainda nao

rotineira para os clinicos veterinarios.
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Os resultados de deteccao de DNA de agentes nas amostras sofrem influéncia
da fase de evolugéo da doenga, condigao essa dificil de avaliar para doengas de evo-
lugéo longa como a leishmaniose visceral ou em pacientes previamente submetidos a
tratamento antimicrobiano, por exemplo. Assim, as amostras devem ser preferencial-
mente colhidas antes do estabelecimento do tratamento, diminuindo a possibilidade

de resultados falso-negativos.

Em cides com leishmaniose visceral, por exemplo, a medula éssea apresenta
maior quantidade de parasitos, seguida da pele, com ou sem leséo cutanea. O sangue
periférico apresenta a menor quantidade de parasitos e sofre influéncia maior do
tempo de evolugdo da doenca. Uma das desvantagens é a dificuldade na coleta de

medula éssea.

INTERPRETAGAO DE RESULTADOS

A aplicagao de técnicas de biologia molecular é cada vez mais frequente para
o diagnéstico de enfermidades de caes e gatos. Entretanto, a interpretagao do resul-
tado deve levar em consideragéo que nenhum teste diagnéstico apresenta 100% de
confiabilidade, ou seja, apresenta variagdes de sensibilidade e de especificidade. Es-
sas caracteristicas dependem de fatores, como a técnica diagnéstica propriamente
dita, e da prevaléncia da doenca, particularmente quando se aplica um teste em nivel

populacional.

Assim, utiliza-se o termo sensibilidade analitica ao se referir ao menor numero
de copias de DNA-alvo que se pode detectar por determinada técnica, e especifici-
dade analitica diz respeito a reatividade especifica dentro de um espectro de organis-
mos relacionados.5 Ja a sensibilidade (S) epidemiologica do teste diz respeito a ca-
pacidade que este tem de identificar corretamente os animais infectados, e a especi-
ficidade (E) epidemioldgica, a capacidade que o teste tem em identificar corretamente
os animais ndo infectados. Assim sendo, um teste com alta sensibilidade resulta em
pequeno numero de resultados falso-positivos € um com alta especificidade, em pou-

cos falso-negativos.
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O valor preditivo positivo (VPP) de um teste mede a probabilidade de que um
resultado positivo seja realmente um infectado ou doente, e o valor preditivo negativo
(VPN) mede a probabilidade de que um resultado negativo seja realmente de um ani-
mal n&o infectado ou doente.6 Um teste pode nao ser capaz de diferenciar um animal

exposto de um ja doente. Nesse caso, seu valor preditivo é baixo.

Conhecer essas caracteristicas dos testes (S, E, VPP e VPN) e saber que estas
variam para cada teste e agente infeccioso ou parasitario ajuda o clinico na interpre-
tacao dos resultados e na decisdo da melhor conduta para seu paciente. No Quadro
25.1, sdo apresentadas as variaveis para que se calculem essas caracteristicas dos

testes diagnosticos.

SOBRE A PCR

A PCR foi originalmente descrita por Saiki et al. e aperfeigoada por Mullis et al.
na década de 1980,7 sendo um método in vitro de amplificagdo especifica de acidos
nucleicos, no qual um segmento particular de DNA pode ser replicado. Essa técnica
emprega dois oligonucleotidios iniciadores, e cada um se liga a regido complementar
da fita oposta do DNA a ser amplificado (Figura 25.1). Estes estdo orientados de tal
maneira que a sintese de DNA feita pela polimerase ¢é realizada na regido entre os
dois iniciadores. O requerimento para reagao € simples: aliquota das amostras de
DNA, oligonucleotidios iniciadores especificos (primers), DNA polimerase termoesta-
vel de Thermus aquaticus, quatro desoxirribonucleotidios e um tampao apropriado. A
amplificacdo ocorre por ciclos repetidos de aquecimento das amostras, iniciando pela
desnaturacao do DNA a 95°C, seguido do pareamento dos oligonucleotidios iniciado-
res, em geral, a temperaturas que podem variar de 37 a 55°C (anelamento). Em se-
guida, a 72°C, a DNA polimerase termoestavel estende as fitas duplas de DNA dos
primers anelados, usando DNA de fita simples como molde. O resultado € o acumulo
exponencial do fragmento-alvo, especifico, na propor¢ao de aproximadamente 2n, em
que “n” € o numero de ciclos a serem realizados. As reagdes sao realizadas em um

ciclador automatico de temperatura programavel (termociclador).
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De modo geral, a PCR é mais sensivel que técnicas citoldgicas ou histopatol6-
gicas, sendo comparavel a cultivo e inoculagdo em animais de laboratério, com a van-
tagem de identificar agentes de dificil cultivo in vitro, como Mycoplasma sp., Chlamy-
dia sp., Rickettsia e virus. A especificidade varia bastante e depende, principalmente,
dos oligonucleotidios iniciadores escolhidos que devem resultar na amplificagao de
fragmento de DNA que codifica apenas para determinada proteina. Assim, a escolha
dos oligonucleotidios pode resultar em amplificacao de um fragmento género-especi-

fico (p. ex., Ehrlichia spp.) ou espécie-especifico (E. canis).

Por ser um teste bastante sensivel, a PCR pode revelar resultados falso-posi-
tivos decorrentes de contaminacao das amostras na coleta e/ou no processamento ou
da escolha inadequada dos primers e das condigdes inadequadas da reag¢ao. Por ou-
tro lado, resultados falso-negativos também podem ocorrer, principalmente pela pre-
sencga de inibidores na amostra de DNA, bastante comum em amostras de fezes ou
pela baixa representatividade do DNA-alvo na amostra a ser testada. Falso-negativos
também podem ser observados quando da detecg¢ao de virus RNA, por RT-PCR, em
animais em tratamento especifico para o agente em questdo, ou quando da conser-

vacao inadequada da amostra bioldgica.

Embora bastante sensiveis, técnicas de PCR apresentam, em geral, baixo valor
preditivo positivo, ou seja, ndo necessariamente um resultado positivo significa que o
animal esta doente, uma vez que o DNA amplificado pode ser decorrente de agente
ja morto na hora da coleta da amostra. No caso de animais poderem ser portadores
da doenga, ou seja, albergarem o agente, mas nao manifestarem sintomas, um resul-
tado positivo também néo significara a ocorréncia de doenga. Além disso, testes de
PCR podem n&o diferenciar cepas vacinais daquelas de campo para alguns agentes
cuja vacinacao é feita com vacina viva modificada (VVM), dificultando a interpretacao
dos resultados, a exemplo das infecgbes por herpes-virus felino1 e pelo virus da cino-

mose canina.

Além desses problemas, ha que se observar que os resultados podem variar
de acordo com as condicdes laboratoriais, sendo importante existir o minimo de con-
trole de qualidade entre laboratérios que oferecem diagndstico baseado em manipu-

lacado de acidos nucleicos, a fim de dar confiabilidade aos clinicos.
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EXTRAGAO E QUANTIFICACAO DE ACIDOS NUCLEICOS

A extracéo é o procedimento de retirada dos acidos nucleicos do interior das
células. Existem diversos métodos e kits comerciais de extragao, especificos para
cada tipo de tecido ou fluido bioldgico e de custo variado. Entretanto, todos eles com-
partilham os seguintes fundamentos:

e Lise celular;
¢ Remocao de membranas e proteinas, principalmente nucleases;
e Desnaturacao de complexos nucleoprotéicos;

e Precipitagdo dos acidos nucleicos.

A analise da existéncia de acidos nucleicos efetivamente extraidos pode ser
feita por eletroforese em gel de agarose, revelado por brometo de etidio em luz ultra-
violeta, ou espectrofotometria. Esse controle de qualidade fornece informacdes impor-
tantes para se avaliar a viabilidade da aplicagdo de técnicas sobre aquele grupo de
amostras.

Figura 22 - Representacao esquematica de amplificacao de fragmento de DNA
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IMUNUSENSORES PIEZOELETRICOS

A utilizagao da nanotecnologia no diagndstico com a aplicagao de biossensores
como ferramenta analitica tem sido uma nova alternativa que vem ganhando atenc¢ao
no diagnostico diferencial da doenga com o desenvolvimento de um imunossensor
piezoelétrico para detecgéo qualitativa de anticorpos anti-antigeno A2 de Leishmania
infantum em soroldgico. usado como antigeno a proteina recombinante A2 de L.
(MONTEIRO, 2021)

Onde pode-se observar a reatividade dos imunossensores devido a adsorgao
simples quanto por SAM mediada por CS2, demonstraram padrao de resposta indica-
tivo de detecgao de anticorpos anti-antigeno A2 presente em sorologia a partir da imo-
bilizacdo de antigeno recombinante A2 de L. infantum, para detec¢géo em triagens de
amostras sorologicas (MONTEIRO, 2021)
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PREVENGAO

O plano brasileiro de combate as leishmanioses, busca solugdes que visam a
reducdo da incidéncia desta enfermidade em seres humanos. As estratégias se ba-
seiam, principalmente, no combate ao mosquito-palha (flebotomineos), os quais séo
os vetores responsaveis pela manutencao das leishmanias no ambiente (DANTAS e
Brandao, 2006). Além disso, a identificagdo e eutanasia de caes soropositivos ainda
€ pratica que, apesar dos avangos nas legislacdes pertinentes, é rotineiramente utili-

zada como forma de eliminar reservatoérios da doenga no ambiente (COSTA, 2001).

Apesar da eliminagcdo de caes soropositivos ser utilizada e até recomendada
pela organizagdo mundial da saude, estudos mostram que esta pratica ndo reduz a
infeccdo de humanos e caes em niveis aceitaveis; além disso, sabe-se que nos dias
atuais, os animais de companhia passaram a ocupar papel de grande afetividade com
seus tutores, sendo essa uma das principais razées que levam a reflexao sobre essa
pratica (OMS, 2010). Assim, paises com maiores niveis de tecnologias em saude ve-

terinaria, a eutanasia se reserva a animais severamente acometidos pela doenga.

Os avancgos nas pesquisas entomoldégicas, levaram ao conhecimento porme-
norizado dos flebotomineos, identificando seus habitos e facilitando sua identificagao
pelos 6rgaos de controle, logo, com essas informagdes, deve-se evitar o contato do
vetor com os caes domeésticos e com os seres humanos (ALVAR et al., 1994). Atual-
mente, existe uma série de medidas recomendadas para o controle dos flebotomi-
neos, sendo as principais a utilizagao de inseticidas que tenham acgéao efetiva contra o
vetor, evitar o passeio com caes nos periodos de maior atividade do mosquito, a eli-
minagao de material organico, bem como a construgédo de abrigos para animais e ga-
linheiros afastados da residéncia e, principalmente, a vacinagao e uso de repelentes
para os cdes que vivem em areas endémicas (MINISTERIO DA SAUDE, 2006). Além
disso, recomenda-se proteger os animais da exposigdo em horarios de maior atividade

do inseto e também o uso de telas protetoras em portas e janelas.

Como outra forma de prevengao, tem-se utilizado coleiras impregnadas com
repelentes, geralmente a base de deltametrina a 4%, estas coleiras se mostram efeti-

vas na prevencado a infecgdo de animais em areas endémicas, sendo altamente
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recomendadas pelo seu efeito inseticida e repelente ao vetor da leishmaniose canina
(MAGNO, 2007). Além disso, existem varios produtos que podem ajudar os animais a
se livrarem das picadas dos vetores. Alguns s&o inseticidas que se aplicam na pele
dos animais, como spray de permetrina ou spot-on de imidacloprida com ou sem per-
metrina (SOLANO, 2009).

A vacinacao contra a leishmanioses surge como uma alternativa que apresenta
efetiva eficacia no controle da doencga, pois esta reduz o numero de animais susceti-
veis a se tornarem reservatorios do agente, trazendo com isso beneficios para a saude
publica no que tange as infecgbes em seres humanos e outros cdes (FARI-
NELLO,2010).

Com o avanco das pesquisas, tem-se atualmente diversas vacinas disponiveis
no mercado para este fim. No Brasil, a opcéo para a realizagdo da imunoprofilaxia é
uma vacina por nome comercial Leishmune®, sendo essa a Unica aprovada pelo
MAPA atualmente. Pesquisas mostraram que o uso da vacina garantiu significativa
protecado aos caes que receberam a imunoprofilaxia, todavia pesquisas ainda sao ne-
cessarias para aumentar esta eficacia, visto que a vacina nao se mostrou tao eficiente

nas infec¢gdes em areas altamente endémicas (KANOMATA, 2022).
As agdes devem ser priorizadas e integradas no controle do vetor, seguidas

pela busca da redugao da suscetibilidade na populagao humana, por meio da prote-

cao e/ou tratamento dos possiveis reservatorios domeésticos.
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TRATAMENTO

No Brasil, Ministério da Saude e o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abas-
tecimento vedam, por meio da portaria n°. 1.426/2008, o tratamento da LVC com dro-
gas utilizadas na terapia da leishmaniose humana, bem como farmacos nao registra-
dos junto ao MAPA. Ademais, como politica de saude publica, as autoridades do pais,
assim como a OMS, desaconselham o tratamento em caes e preconizam a eutanasia
dos animais soropositivos, haja vista que esses animais representam o principal re-
servatorio da doenga, além de existir o risco de selegcdo de patdgenos resistentes de-
vido ao uso indiscriminado de drogas terapéuticas no tratamento. Entretanto, desde

2016, o MAPA permite o tratamento de caes com o uso de Miltefosina.

No contexto mundial, as opgdes de protocolos distintos conferem aos pacientes
grandes possibilidades de melhora clinica e menores indices de recidivas (TECSA,
2016). Como amostra, em alguns paises do Norte da Africa, do Oriente Médio, vaci-
nas, quimioterapia e terapia imunoldgica s&o disponiveis para reduzir o risco de apa-
recimento de sinais clinicos, a progressao da doenga e a infecciosidade dos cées tra-
tados (DANTAS-TORRES, 2019).

De certa forma, o tratamento da forma canina mostra-se mais desafiador do
que a terapia humana. O custo do tratamento pode ser elevado, e a melhoria clinica
nao é assegurada, uma vez que recidivas sao frequentes e alguns individuos podem
progredir para o 6bito. Conquanto, segundo a Sociedade Mundial de Prote¢do Animal
(WSAP), o tratamento continuo pode resultar em remissao dos sinais clinicos, manu-
tencdo da qualidade de vida do animal e reducéo da carga parasitaria. I1sso, por sua
vez, leva a diminuicdo ou supressao da capacidade de transmisséo e a ndo deteccao
do antigeno em testes rapidos. Todavia, assim como em outras protozooses, a cura
parasitolégica da LVC é ausente. O tratamento para a doenga é bem variado e envol-
vem a combinacdo de leishmanicidas e leishmaniostaticos. Ainda, devido a necessi-
dade de resposta imune, estudos demonstram o papel importante dos imunomodula-
dores no controle da doenga. O uso de drogas como levamizol, domperidona, cimeti-
dina, metronidazol, enrofloxacina, cetoconazol, fluconazol, levamizol e marbofloxacina

revelam resultados excelentes no controle desta doencga.
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E necessario que o diagndstico da leishmaniose seja confirmado por meio de
exames de triagem, como imunocromatografia, RIFIl, ELISA e PCR, citologia e histo-
logia. Esses procedimentos reforgam a necessidade de iniciar o tratamento ade-
quado. Além disso, € essencial avaliar a intensidade do quadro clinico, realizar exa-
mes hematoldgicos, verificar a fungcéo hepatorrenal e investigar possiveis doengas
concomitantes, como babesiose, erliquiose, demodicose, escabiose, hepatozoo-
nose, criptococose, dirofilariose, antes de iniciar o tratamento. Durante o tratamento,
€ importante monitorar regularmente os parametros bioquimicos para identificar
quaisquer efeitos colaterais decorrentes da medicagdo. Exames quantitativos, como
a PCR-RT (PCR em tempo real), podem ser utilizados para avaliar a redugéo da

carga parasitaria ao longo do tratamento.

O principal protocolo de tratamento consiste na administracdo de uma dose
diaria de miltefosina a dois miligramas por quilograma de peso vivo por dia, durante
vinte e oito dias consecutivos. O uso de alopurinol (Zyloric) deve ser administrado na
dose de dez a quinze miligramas por quilograma de peso vivo, duas vezes ao dia,
durante seis meses a um ano. O uso de domperidona na dose de meio a um miligrama
por quilograma de peso vivo, duas vezes ao dia, durante trinta dias, pode ser empre-
gado com o intuito de promover a¢gdo imunomoduladora (Gomez-Ochoa et al., 2009).
Conforme Dietze (2005), Langoni (2015), e Queiroz (2010) também é recomendavel

que o paciente seja vermifugado, e imunizado contra outras doencgas infecciosas.

Além disso, todos os animais em tratamento devem utilizar inseticidas tépicos
com propriedade repelente, a fim de minimizar o risco de transmissao (CFMV, 2017;
OMS, 2010; OPAS, 2006; Ribeiro et al., 2013).

Conforme Ribeiro (2007) e Azevedo Pereira (2021), a eutanasia deve ser rea-
lizada por um médico veterinario, seguindo principios éticos e recomendagdes para
evitar o sofrimento do animal. Antes do procedimento, devem ser realizados dois
testes laboratoriais para confirmar a auséncia de infeccédo no cao: R.I.F.l. ou DPP® e

Elisa.
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O estadiamento clinico abaixo foi proposto pela Brasileish, adaptado a reali-

dade do clinica da América do Sul, a partir do modelo da Leishvet (2018).
Figura 23 — Estadiamento clinico e terapia
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Abreviacdes: RIFI (reacao fluorescéncia indireta); DRC (doenca renal cronica); IRIS (International Re-
nal Interest Society); PSS (presséo sistémica sanguinea); RPC (raz&o proteina-creatinina urinarias)

'Em caes soronegativos ou com niveis de anticorpos baixos ou médios. a infecgédo deve ser confirmada
por meio de citologia, histologia, imuno-histoquimica elou PCR. Niveis altos de anticorpos (aumento de
3-4 vezes acima do ponto de corte ou cut-of pré-estabelecido de um laboratério de referéncia) sao
conclusivos para o diagndstico da LCan (Solano-Gallego et al., 2011; Ribeiro et al., 2013).

2Monitorar a cada 4 a 6 meses com exames sorologicos, parasitologicos e/ou moleculares, exames
gerais para estadiamento e revisao de trata mento (Ribeiro, 2016; Leishvet, 2018).

3Imunoterapia com a vacina LeishTec: um frasco aos 0, 14 e 28 dias em animais infectados (Toepp et
al., 2018) ou dois frascos nos dias 0. 21 e 42, em monoterapia ou associada ao alopurinol, com reforcos
semestrais (Ribeiro et al., Zu13, ZU17).

4lmunomodulacdo com domperidona: 0,5-1 mg/kg duas vezes ao dia por 30 dias (Gomez-
Ochoa et al., 2009).
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