LEISHMANIOSE VICERAL CANINA: METODOS DE DIAGNOSTICO
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RESUMO

A Leishmaniose Visceral Canina é uma doenca de carater zoonético, ou seja, acomete animais podendo
ser transmitida a seres humanos, sendo considerado um problema de saude publica. A LVC acomete
caes na forma visceral e tegumentar, trazendo prejuizos significativos a salde do animal. Para que a
hip6tese diagndstica da Leishmaniose Visceral Canina seja confirmada ou descartada, torna-se
necessario a realizacdo de testes confiaveis, assim, compreendendo a importancia do diagndstico
preciso para fins de controle e tratamento da doencga, o0 presente artigo teve por objetivo revisar métodos
de avaliacdo diagndstica, destacando a importédncia da associagdo de diferentes métodos, como:
avaliacao clinica, testes parasitolégicos, bioquimicos, sorolégicos e moleculares. Abordando a
especificidade e sensibilidade dos principais testes utilizados no diagndstico de LVC. Fora destacando
acOes de prevencdo, compreendendo a importancia do controle do vetor flebotomineo Lutzomyia
longipalpis, para a diminuicdo da transmissdo do protozoario Leishimania spp. Concluiu-se, com este
trabalho, que a Leishmaniose Visceral Canina € uma zoonose importante, tratando-se de um grande
problema de salde publica, sendo necessario a intervencdo do municipio para o diagnostico correto,
controle e tratamento.
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1. INTRODUCAO

A Leishmaniose Visceral Canina é uma doenca de carater zoonético, ou seja, acomete animais podendo
ser transmitida & seres humanos, sendo caracterizada como um problema significativo de salde publica, uma vez
gue podem atingir esta populacdo com formas viscerais e cutaneas de leishmaniose em humanos. Os
protozoarios causadores desta enfermidade pertencem ao género Leishmania spp. Os cdes domésticos sao
considerados os principais reservatérios peridoméstico de infeccdo humano, pois apresentam livre acesso as
residéncias, porém outros animais, como: roedores, marsupiais e gatos também séo reservatérios peridoméstico
(OLIVEIRA, 2018).

A Leishmaniose é considerada uma doenca endémica em diversos paises, principalmente na regido do
Mediterraneo, Africa, Asia Meridional e América Latina, afetando milhares de pessoas por ano. No Brasil, esta
doenca afetou grandes cidades, antigamente a Leishmaniose era considerada uma doenca de areas rurais, porém
com o processo de urbanizacao tornou-se endémicas em regides metropolitanas, fatores como: baixas condi¢es
socioecondmicas e saneamento precario favorecem a disseminacgéo da doenca (OLIVEIRA, 2018).

O agente transmissor da Leishmaniose é o vetor flebotomineo Lutzomyia longipalpis, conhecido
popularmente como mosquito palha (Figura 1). As fémeas sdo hematéfagas, ou seja, alimentam-se de sangue
apos o acasalamento para obten¢do de nutrientes necessérios para o desenvolvimento de seus ovos. Os machos
alimentam-se especialmente de seiva de plantas. Seu habitat natural sdo lugares midos e escuros onde existem
plantas e oferta de matéria organica como resto de folhas e dejetos, pois esse material é importante no ciclo de
desenvolvimento das larvas, as quais dependem de alimentagéo proveniente de matéria organica depositada no
solo (ISABEL, 2010).

Figura 1. Imagem demonstrativa de um flebotomineo Lutzomyia longipalpis vetor transmissor da leishmaniose

visceral canina (Fonte: ministério da saude, 2014).

Compreendendo o impacto a sadde publica, o presente estudo tem como objetivo descrever os métodos
diagnésticos da Leishmaniose visceral canina, embasados em revisdo da literatura, a fim de apresentar métodos

precisos na prevencao e intervengéo de casos positivos da infeccao pelo protozoario Leishmania spp.



2. CICLO BIOLOGICO E TRANSMISSAO

A transmissdo (Figura 2) ocorre por meio da picada de fémea, a qual é infectada por meio de sua

alimentacdo em reservatérios que podem ser animais domésticos ou silvestres que estejam infectados com os

protozoérios que possuem a forma amastigota (CHAGAS, 2017).
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Figura 2. Imagem demonstrativa do ciclo de transmisséo da leishmaniose visceral canina, demonstrando o as

formas de transmisséo e os hospedeiros susceptiveis e acidentais (Fonte: FREZARD, 2015).

As Leishmanias apresentam comportamentos dimorficos, ou seja, apresenta duas formas distintas

dependendo da fase de vida que se encontra o parasita. Na figura 3A, o protozodrio encontra-se na forma

amastigota da Leishmania, a qual esta presente no interior dos macréfagos, ou seja, € intracelular e ndo maével,

enquanto na figura 3B, o protozodrio encontra-se na forma promastigota, qual estd presente no trato

gastrointestinal do vetor, apresentando uma forma mével, extracelular e flagelada (CHAGAS, 2017).

Figura 3A.Imagem demonstrativa da forma amastigota | Figura
(Fonte Ministério da saude, 2014).

3B.Imagem demonstrativa da forma

promastigota (Fonte: Ministério da saude, 2014).



Existem outras vias de transmissdo, as quais sdo denominadas: trasmissdo transplacentaria cuja
transmissdo ocorre durante a vida intrauterina entre méae e feto, transmissao venérea onde a transmisséo ocorre
durante relacdo sexuale transmisséo iatrogénica que pode ocorrer durante a transfusdo sanguinea (CHAGAS,
2017).

3. SINAIS CLINICOS

A Leishmaniose Visceral Canina podera ser manifestada por meio de sinais clinicos, 0os quais séo
semelhantes em cées e seres humanos. Nos cdes pode-se destacar, além do acometimento das visceras, como:
hepatoesplenomegalia, outros sinais como: febre intermitente, perda de peso, linfadenopatia, lesbes na pele,
anemia, caquexia, onicogrifose, hipergamaglobulinemiae lesdes de pele como alopecia multifocal e Ulceras
crostosas, principalmente na regido da orelha, focinho e periorbital (ALVES, 2023).
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Figura 4A e B.Imagens demonstrativas da sintomatologia de onicogrifose em cdes (Fonte: Prefeitura de Belo
Horizonte, 2023).

Figura 5A e B.Imagens demonstrativas da descamacéo, queda de pelos e feridas na pele de caes acometidos por

leishmaniose visceral (Fonte: Prefeitura de Belo Horizonte, 2023).

Apés a infeccdo, os sinais clinicos poderam se manifestar entre dois a dozes meses, posterior a

inoculacdo do parasita, porém torna-se relevante ressaltar que alguns cdes acometidos pela leishmania



apresentam-se assintomaticos, permanecendo como reservatérios da doenca com a capacidade de infectar o
vetor dando continuidade ao ciclo (ALVES, 2023).

4. DIAGNOTICO

Sao diversos os métodos de avaliacdo diagndstica da Leishmaniose Viceral Canina. Em se tratando dos
testes, atualmente nenhum demonstra 100% de sensibilidade e especificidade, diante disto torna-se relevante a
associagdo entre diferentes métodos, como: avaliacdo clinica, testes parasitolégicos, bioquimicos, sorolégicos e
moleculares (FARIA, 2012).

A avaliacdo clinica é composta por meio da observacdo, embasada nos sinais clinicos do paciente,
historico do animal, mediante a entrevista anamnese com os tutores e avaliacao fisica (ALVES, 2023).

Os testes parasitologicos sao realizados por meio da observacdo de formas amastigotas de Leishmania,
podendo se apresentar no interior ou exterior dos macrofagos, onde a visualizagéo € possivel por meio da anélise
microscopica de aspirado e/ou puncdo de linfonodos, medula éssea ou bacgo. Estes testes, apresentam alta
sensibilidade, podendo variar de 93 a 99% para o bago, 53 a 86% para a medula 6ssea e 53 a 65% para 0s
linfonodos. Existem fatores que influenciam a sensibidade dos testes, como: grau de parasitismo do animal, o tipo
de material biolégico coletado para o exame, periodo entre a coleta e leitura da lamina, assim como, a experiéncia
e dedicacdo do profissional responsavel pela avaliacdo da lamina. O teste imunohistoquimico é outro método
parasitologico, onde sédo utilizados fragmentos de tecidos retirados de bidpsias. A face interna do pavilhdo
auricular de cées é considerada a regido de maior concentracdo de parasita, sendo portanto frequentemente
utilizada na biépsia. De sensibiliadade este teste possui porcentagem de 70 a 80, no que tange a especificidade
alcanca 100%. A funcao dos testes parasitolégicos consistem no reconhecimento do antigeno de Leishmania spp,
onde o antigeno ira associar-se ao anticorpo primario. A visualicdo seré possivel apds o segundo anticorpo se unir
ao primeiro, pois o antigeno ficara fluorescente (LIMA, 2013).

Ainda de acordo com Lima (2013), os exames laboratoriais bioquimicos séo realizados por meio da coleta
de sangue do animal, com a finalidade de avaliar possiveis alteragbes hematolégicas, hiperglobulinemia,
hipoalbuminemia, hiperproteinemia, trombocitopenia, leucopenia associada a linfopenia ou leucocitose. Esses
exames complementares poderam inclurir hemograma, avaliacdo da funcdo renal, hepatica, dosagem de
eletrolitos e fracdo albumina/globulina. Portanto os testes bioquimicos sdo de importancia significatica para o
acompanhamento dos estagios clinicos da doenca, as alteragdes anteriormente citadas poderdo se manifestar em
outras patologias, mediante isto os recustados sao sugestivos, sendo necessaria a utilizacdo de outros testes para
a confirmacdo da hipdtese diagnéstica. Na avaliagdo diagndstica também poderd ser utilizados exames de
imagem, como radiografia e ultrassonografia, os quais permitem identificar lesGes e possiveis alteracdes
desencadeadas pela infeccao causada pelo protozoario Leishmania spp.

Os testes sorolégicos sdo considerados de baixo custo, alta confiabilidade e pouco invasivos sendo
frequentemente utilizados no diagnostico LVC, com a producdo significativa de anticorpus devido a intensa
estimulacao policlonal de linfécitos B, desencadeada pela infeccéo pelo protozoario Leishmania spp, o diagndstico
por meio de provas soroldgicas é facilitado. Em laboratdrio, a amostra do material é coletada através da retirada
de sangue, onde 0 mesmo serd inserido em tubo sem anticoagulante, onde ird ocorrer a coagulacdo do sangue,
posteriormente o tubo é colocado na centrifuga, com o soror em sua forma refrigerada, onde serd separado o
plasma e o soro, por meio do processamento, permitindo que o soro fique livre das hemacias e sedimentos de
liquidos biolégicos (MERGEN, 2023).



Como exemplos de testes sorolégicos podemos citar: Ensaio Imunoenzimatico (ELISA), que apresenta
98% de sensibilidade e 96,5% de especicifidade e a Reacéo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) com 98,8% de
sensibilidade e 94,7% de especificidade, frequentemente ambos séo utilizados comcomitantemente para uma
maior confiabilidade no diagndstico. No teste Elisa, ocorre a busca por antigenos ou anticorpos por inducédo do
processo de reacdo entre os mesmos, comumento a adicdo da enzima peroxidase. Caso o anticorpo esteja
presente ocorrerd a reacao, sendo possivel identificar por meio da coloracdo. A procura do antigeno é realizada
por meio da utilizagdo de anticorpos anti-Leishmania encontrados na placa de poliestireno. Mediante ao resultado
positivo, torna-se relevante a realizagdo da contraprova, através de exame parasitologico, pois existe a
possibilidade de reagBes cruzadas oriundas de anticorpos produzidos por outras infecgGes. Ja o teste RIFI é
realizado por meio da diluicdo do soro em solucao salina tamponada, colocada em laminas que contém antigenos
especificos de Leishmania major, posterirormente é inserido anticorpos anti-IgG para Leishmania spp, marcados
com fluorocromo, sendo possivel a visualizacdo de fluorescéncia na lamina. A ligacdo entre os anticorpos
conjugados indicam que o material coletado possui IgG contra o antigeno. A diluicdo de 1/40 é o padrao
consdierado reagente, porém os casos LVC demonstram titulos elevados, mediante a elevada carga parasitaria
nessa enfermidade (MERGEN, 2023).

Desde 2012 o protocolo de diagnostico oficial para Leishmaniose Viceral Canina, corresponde ao uso do
teste rapido DPP®, com a finalidade de triagem e a utilizacéo do teste ELISA como confirmatério. Diferentemente
do teste Elisa, o DPP® Dual Path Platform corresponde a um imunoensaio de dupla plataforma com particulas de
ouro coloidal e proteina recombinante rk28 (fragmentos K26, K39 e K9) como antigeno, tornando-se possivel a
identificacao de anticorpos especificos anti-Leishmania. O resultado do teste rapido poderéa ser obtido entre quinze
e vinte minutos, ndo sendo necessario laboratdrio, € de simples interpretacao e leitura. Apresenta facil execucao
em campo, com pouca quantidade de amostra (5uL), podendo ser realizado através do soro, plasma ou sangue
total venoso. Quando comparado com outros testes, como ELISA e RIFI, o teste DPP®, revela maior
especificidade e menor sensibiliadade (BARBOSA, 2015).

Outros testes como 0s moleculares também poderam ser utilizados no diagndstico de LVC, como exempo
podemos citar: o teste de Reagdo em Cadeia Polimerase (PCR), no qual € possivel identificar e ampliar
seletivamente sequéncias de DNA do parasito. O teste € realizado por meio da amplificacdo do DNA do
protozoario de 120 pares de bases nitrogenadas, onde a deteccdo podera ser obtida por meio de amostras
retiradas de diversos tecidos, como: medula 6ssea, pele, aspirados de linfonodos, sangue e cortes histolégicos de
tecidos parafinados, utilizando o par de oligonucleotideos para Leishmania sp: 13A 5°-dGTG GGG GAG GGG
CGT TCT3 e 13B 5-dATT TTA CAC CAA CCC CCA GTT-3. Torna-se relevante ressaltar, que a amostra de
sangue apresenta baixa sensibilidade, diante disto é pouco recomendada para a realizacdo do teste (MOTTA,
2021).

No PCR é realizada a desnaturacdo da fita de DNA molde, sendo seguido da adicdo dos segmentos de
acidos nucléicos (primers). A polimerase ira adicionar as bases nitrogenadas complementares a fita molde para
verificagcdo e andlise da fita de DNA, sendo possivel a visualizagdo do genoma pareo ao dos protozodrios da
leishmaniose. O PCR apresenta entre 38% e 76% de sensibilidade e 100% de especificidade. Entretando, podera
ocorrer falso negativo, pois dependendo da carga parasitaria do animal, o DNA do parasito ndo podera ser
encontrado (MOTTA, 2021).



5. PREVENCAO E TRATAMENTO

O vetor responsavel pela transmissdo de Leishmaniose Visceral Canina (LVC), € o flebotomineo,
conhecido popularmente como mosquito-palha. Diante disto, visando o controle da disseminacdo da doenca
medidas preventivas sao utilizadas, manejos ambientais e quimicos. No que tange as ac8es ambientais, podemos
destacar a eliminacdo de criadouros do flebotomineo, que correspondem a restos de matéria organica, assim
como, a utilizacdo de telas mosqueteiras em portas janelas, a fim de evitar a entrada do vetor em ambientes
fechados. A¢des de saneamento basico, reduzindo a quantidade de lixo e entulhos nas ruas, agem como fator de
prevencéo a LVC (OLIVEIRA, 2018).

J& as medidas quimicas envolvem o uso de inseticidas em ambientes com alta infestacdo de mosquitos,
assim como, o0 uso de repelentes e coleiras impregnadas com inseticidas em cées que estdo em tratamento de
LVC, atua na diminuicdo da transmissdo da doenca. A conscientizacdo da populacdo age como fator de
prevencdo, com a finalidade de informar a respeito de controle do vetor, por meio da limpeza de ambientes,
identificacdo de sinais e sintomas da infec¢do, bem como, a importancia do tratamento. Como medida de controle
da populacdo de cédes infectados, em situagcbes especificas, envolvendo areas endémicas, visando evitar a
transmissdo do parasita de cées para humanos, recomenda-se a eutanasia de cées infectados (MERGEN, 2023).

O tratamento de cdes diagnosticados com Leishmaniose Visceral Canina envolve a administragdo do
farmaco Milteforan®, principio ativo: Miltefosina, sendo este o Unico farmaco de uso veterindrio registrado no
Ministério da Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento (MAPA). A finalidade do tratamento envolve a reducédo da

carga parasitaria e consequentemente a remissao dos sinais clinicos (ROSAR, 2022).

6. CONCLUSAO

Conclui-se que a Leishmaniose Visceral Canina € uma doenca de carater zoondtico, tratando-se de um
problema de salde publica, sendo de extrema necessidade a intervencao do municipio para controle e tratamento.

Com a finalidade de diagnosticar a infeccdo causada pelo protozoario Leishmania spp, 0s testes
apresentam importancia significativa, podendo dar inicio a a¢ges de controle e tratamento da doenga, Testes
como: DPP® e ELISA, atualmente apresentam alta sensibilidade e especificidade, atuando por meio da deteccéo
e confirmacéo, sendo frequentemente indicados para investigagao.

Foi possivel identificar que atualmente nenhum teste demonstra 100% de sensibilidade e especificidade,
sendo necessaria e de extrema importancia a associacdo de diferentes métodos de avaliacdo diagnostica,
incluindo avaliacao clinica, testes parasitoldgicos, bioquimicos, soroldgicos e moleculares.

Torna-se relevante ressaltar a inportancias das medidas preventivas, para fins de controle de vetores e
consequentemente diminuicdo da transmissdo da doenca LVC. Compreendendo a gravidade da doenca e os
prejuizos a saude fisica do animal, podendo levar este a morte, torna-se extremamente relevante um diagnostico

preciso e tratamento adequado.
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