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Resumo. A Leishmaniose Visceral Canina (LVC) possui alto potencial zoonético e
patoldgico, causando grande impacto no sistema imune dos cdes acometidos. Para que uma
suspeita de LVC seja confirmada, é necessario a realizacdo de testes sorolégicos e
moleculares que possuam alta sensibilidade e sejam mais confiaveis. Os principais testes
utilizados para o diagndstico sdo o ELISA e RIFI, que, dentre os testes imunolégicos, sdo
0s ensaios de maior sensibilidade e especificidade. O objetivo deste artigo foi revisar os
principais testes imunologicos e moleculares para LVC, apontando as vantagens e
desvantagens de cada ensaio, bem como sua utilidade na concluséo do diagndstico e manejo
do animal acometido.
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Immunological and molecular diagnosis of Canine Visceral
Leishmaniasis: Review

Abstract. Canine Visceral Leishmaniasis (CVL) has a high zoonotic and pathological
potential, causing a major impact on the immune system of affected dogs. For a suspected
CVL to be confirmed, it is necessary to perform serological and molecular tests that have
high sensitivity and are more reliable. The main tests used for the diagnosis are ELISA and
IFAT tests, being those with higher sensitivity and specificity among immunological tests.
The aim of this review was to describe the main immunological and molecular tests for
CVL, pointing out the advantages and disadvantages of each assay, as well as their
usefulness in concluding the diagnosis and management of the affected animal.
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Introducéo

A Leishmaniose Visceral € uma doenca de carater cronico que acomete mamiferos domésticos, bem
como animais de vida livre, como canideos silvestres, marsupiais e xenartros. Entretanto, o cdo é
apontado como o principal hospedeiro reservatorio da doenca, tendo em vista que € um dos animais que
apresenta maior proximidade com o ser humano, tornando possivel a transmissdo zoonética (Megid et
al., 2016; F. S. Silva, 2007). A enfermidade possui uma ampla distribuicdo geogréfica, acometendo com
maior frequéncia os paises tropicais como os da América Central e Africa, além do Brasil (Bondan &
Camargo, 2015). Trata-se de uma parasitose causada por um protozoario da familia Trypanosomatidae,
intracelular obrigatdrio que infecta macrofagos do hospedeiro, se reproduzindo em seu interior. Sua
transmissdo ocorre por um vetor invertebrado da espécie Lutzomyia longipalpis, comumente
denominado de mosquito-palha, devido sua coloracdo (Faria & Andrade, 2012; Greene, 2006).

O agente etioldgico da doenca € o parasito do género Leishmania, que pode ser de diferentes espécies,
como a Leishmania donovani que acomete o territorio indiano, a Leishmania infantum, prevalente nas
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regides do Mar Mediterraneo, Europa, Africa e China e a Leihmania chagasi que acomete as Américas
(Schimming & Silva, 2012).

Seu ciclo é heteroxeno, possuindo dois estagios de desenvolvimento, um no flebotomineo e o outro
no hospedeiro mamifero. O estdgio de desenvolvimento no trato digestivo do mosquito sdo as
promastigotas, cujo protozoario esta com seu flagelo exposto, livre no estbmago do vertebrado, se
multiplicando por fissdo bindria. Quem transmite o protozoario € a fémea do L. longipalpis, uma vez
que necessita de nutrientes para o desenvolvimento dos ovos apos copula (Monteiro et al., 2005). No
momento do repasto sanguineo, as promastigotas sdo inoculadas na epiderme do cachorro, por
regurgitacdo. Estas sdo fagocitadas por células da imunidade inata, em especial os macréfagos. Nessas
células, o parasita retrai seu flagelo e diferencia-se em amastigotas, com novo processo de fissao binaria.
Devido a uma grande quantidade de parasitas, 0 macr6fago se rompe liberando as amastigotas na
corrente sanguinea, que serdo fagocitadas por novos macréfagos, reiniciando o ciclo. Assim, o parasito
se dissemina via hematogénica e linfatica para outros tecidos, acometendo érgdos importantes como
figado, medula éssea, rins e baco (Schimming & Silva, 2012).

A sintomatologia de um cdo com Leishmaniose Visceral Canina (LVC) é bastante variavel, podendo
ser de forma assintomatica, oligossintomatica ou sintomatica. A forma assintomatica é a mais comum,
0 que torna dificultada a percepcdo da infeccdo no animal (Faria & Andrade, 2012). Em casos de cées
sintomaticos, os sintomas sdo bem peculiares, além da supressdo do sistema imune. As lesdes cutaneas
sdo comuns na leishmaniose visceral canina, assim como na tegumentar, onde surgem sinais
dermatoldgicos, principalmente ao redor dos olhos e no focinho. Os animais acometidos podem
apresentar ceratoconjuntivite, paresia dos membros, acometer 6rgdos internos (Camargo et al., 2007),
além de hepatomegalia e esplenomegalia, apatia, perda de peso e onicogrifose (Faria & Andrade, 2012).

Apesar da andlise clinica do animal infectado em busca de sintomas e sinais da doenca, fica clara a
necessidade de realizagdo de diagnosticos laboratoriais, seja ele um teste rapido, confirmatério e/ou
diferencial, porém sensivel e especifico. Diante disso, 0 objetivo do presente trabalho foi realizar um
levantamento de estudos relacionando os parametros intrinsecos dos diferentes testes imunolégicos e
moleculares no diagnostico da leishmaniose visceral canina, enfocando suas vantagens e limitagGes.

Patogenia

A patogénese da LVC é semelhante a infeccdo no humano. Assim que a fémea do mosquito inocula as
promastigotas no tecido do animal, o processo inflamat6rio se inicia. As substancias vasoativas e
guimiotaticas, associadas ao aumento da expressdo celular de moléculas de adesdo, irdo causar a diapedese
dos leucdcitos para o sitio infeccioso, 0 que, juntamente com o plasma sanguineo, desencadeia 0 edema
tecidual e demais sinais da inflamagdo (Abbas et al., 2008). Apds a fagocitose, as células podem apresentar
em sua superficie fragmentos antigénicos da Leishmania, juntamente as moléculas de MHC classe I, aos
linfocitos T citotdxicos. O reconhecimento via receptores da célula T (TCR-CD3), ativa as células TCD8+,
que irdo causar destruicdo da célula infectada. Além disso, é estimulada a producéo de interferon-gama
(IFN-y), 0 que causa maior ativacdo de macréfagos (Coelho-Castelo et al., 2009). Outra subpopulacao de
macrdfagos ird ativar os linfocitos TCD4+, através da apresentacdo de epitopos associados as moléculas
de MHC classe II. Estes se diferenciam em Thl (consideradas citocinas pré-inflamatorias) que ird mediar
a resposta celular e Th2 (citocinas anti-inflamatdrias) que ira atuar para uma resposta humoral, agindo na
maturacao especifica de linfocitos B em plasmaécitos (Machado et al., 2004).

O Leishmania chagasi possui a habilidade de liberar substancias que inibem sua destrui¢do pelos
macrofagos, o que os permite proliferar dentro dos vactolos parasitéfagos. Outro fator importante para
a sobrevivéncia do parasito no hospedeiro é sua capacidade de inibir a acdo do sistema complemento.
Segundo Silva (2007), isso ocorre devido a presenca de glicofosfoglicano (LPG) e proteina quinase da
Leishmania (LPK-1) na membrana celular do parasita. Essas moléculas inibem a agdo do complexo de
ataque a membrana (MAC), impedindo a lise pelo complemento. Ao invadir o macréfago, o LPG impede
a unido do lisossomo com o fagossomo, inibindo a liberacdo de enzimas proteoliticas pelos leucdcitos.

O fato de a doenca causar inflamacdo exacerbada esta ligado a sua inducéo da producéo de IL-12
pelo organismo, citocina que estimula a resposta celular do tipo Thl, diminuindo a resposta do tipo Th2
(Silva, 2007). Além do estimulo para a inflamacéo, é liberado citocina IFN-y que estimula maior
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ativacdo de macrdfagos. Para realizar o equilibrio no sistema imunoldgico do animal, os linfdcitos
TCD4+ do tipo Th2 liberam interleucina-10 (IL-10) e interleucina-4 (IL-4) que possuem as funcGes de
inibir a IL-12 e aumentar sua ativacdo, respectivamente. Juntas, as citocinas vao auxiliar na sintese de
anticorpos, ou seja, a IL-10 atua como molécula coestimulatdria para crescimento de linfocitos imaturos,
enguanto a IL-4 auxilia na expressdo aumentada do MHC classe I, resultando na diferenciacdo dos
linfécitos B, além de induzir maior sintese de imunoglobulinas. A ativacdo do linfocito B ocorre por
citocinas Th2, que irdo induzir sua transformacéo em plasmdcito, para a sintese de anticorpos especificos
no intuito de combater o protozoario da LVC (Mesquita Junior et al., 2010). Esse aumento de anticorpos
pode ser notado em exames bioguimicos realizados em laboratério, no qual pode-se identificar uma
inversdo da razdo de albumina/globulina e do aumento das proteinas totais no sangue do animal, o que
indica uma resposta imunoldgica contra algum antigeno presente no organismo do cdo (Dias, 2008).
Com isso, podem ser utilizados 0s anticorpos presentes no soro do animal para a realizacdo de testes de
imunodiagnostico na deteccéo de Leishmania chagasi no individuo.

Antes de analises clinicas mais onerosas e elaboradas que detectem com maior precisdo a presenca da
doenca nos cdes, podem ser realizados testes rapidos, com menor custo e de facil acesso para uma triagem
do animal suspeito. Observando os sintomas do animal, juntamente a anamnese, é possivel a realizacéo do
teste imunocromatografico DPP® LVC. Trata-se de um teste que, por meio de amostras sanguineas do
paciente, verifica a necessidade de confirmacg&o por testes mais precisos (Bisugo et al., 2007). Este teste é
baseado na procura de anticorpos para o parasito no animal, com o surgimento de duas linhas de leitura. E
descrito como o unico no mercado mundial com esta tecnologia, o que facilita a leitura em campo e
também aumenta a sua especificidade e sensibilidade (FIOCRUZ/Bio-Manguinhos, 2020).

Parasitolégico

Como diagnostico de certeza, um dos principais teste utilizados é o exame parasitolégico em
amostras teciduais. Esse exame tem por finalidade analisar microscopicamente o material biolégico
coletado, na busca de amastigotas e/ou macréfagos infectados. A coleta do material é feita através de
aspirados e/ou puncao dos tecidos que sdo mais propensos a infeccdo do parasito. Também pode ser
realizada a coleta de sangue, devido presenca de promastigotas circulantes na corrente sanguinea. Com
0 material coletado, é realizada a busca ativa do parasito em microscopio éptico (Souza et al., 2013). A
sua sensibilidade varia de acordo com o tecido no qual foi obtido o aspirado. Segundo Laurenti (2009),
0 exame parasitoldgico apresenta sensibilidade de 50% a 83% em aspirado de medula 6ssea, 30% a 85%
de linfonodos e 71% a 91% quando combinados ambos os tecidos. De acordo com Faria & Andrade
(2012), a sensibilidade de aspirado do linfonodo é de 40%, medula dssea de 50% a 85%, enquanto o
baco apresenta a maior sensibilidade de 98%. Souza et al. (2013) enfatizam a sensibilidade de 90% a
100% para a analise de aspirado do baco para essa doenca. Em relacdo a especificidade, os autores
citados declaram o exame parasitolégico como sendo “padrido-ouro”, uma vez que a visualizagdo de
protozoarios nos aspirados dos 6rgdos ¢ um diagnostico de certeza. Além disso, o teste de imuno-
histoquimica tem sensibilidade de 62,1% e especificidade variavel, com 92,6% para cédes sintomaticos,
60% para os oligossintomaticos e 73,9% para os assintomaticos (Faria & Andrade, 2012).

Para que a suspeita clinica ou o teste de triagem seja confirmado, ou ainda o diagnoéstico seja finalizado,
¢ de extrema importancia a utilizacdo de testes soroldgicos confirmatérios, como 0 ensaio
imunoenzimatico (ELISA) e a reagdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) (Alves, 2009). Tanto o
ELISA, variagdo indireta, quanto o RIFI tém como finalidade a deteccdo de imunoglobulina G (IgG) no
soro dos cdes suspeitos. Quando presentes, ha indicacdo de que o animal entrou em contato com o
protozoario da leishmaniose. Tais exames sdo escolhidos devido a especificidade, e sensibilidade
apresentada.

ELISA

Trata-se de um método empregado para a pesquisa de inimeras doengas, inclusive a leishmaniose
visceral. A busca por antigenos ou anticorpos se d& pela inducéo do processo de reagdo entre 0s mesmos,
junto a adicdo de uma enzima (comumente, a peroxidase) para que ocorra a rea¢do ao anticorpo (caso
esteja presente) e propiciar a visualizagdo a partir de coloragdo (Travi et al., 2018). A procura do
antigeno ¢ feita através da utilizacdo de anticorpos anti-Leishmania presentes na placa de poliestireno,
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onde é colocado as amostras a serem testadas buscando o sinal indicativo da rea¢do antigeno-anticorpo,
ou seja, individuo infectado. Este tipo utilizado é denominado de ELISA direto (Porrozzi et al., 2007);
enguanto o ELISA indireto utiliza antigenos especificos da Leishmania que sdo adsorvidos a placa de
ELISA, para a busca de anticorpos no soro do paciente, variagdo mais utilizada pelos laboratorios (Faria
et al., 2017). Esse teste possui dois métodos que podem ser utilizados para a verificacdo, sdo eles:
método de captura e competitivo. O método de sanduiche, como também é chamado o método de
captura, é realizado a partir da utilizacdo de dois anticorpos, podendo ser eles monoclonais ou
policlonais, onde a primeira camada de anticorpos é usada para revestir a placa, seguido da adi¢do do
soro do animal contendo o antigeno especifico, ocorrendo a rea¢do (Maia & Campino, 2008). Ap6s isso,
um segundo anticorpo ligado a enzima ¢ adicionado e vai se ligar ao antigeno que, por estar ligado a
enzima a reacdo possui coloracdo, permitindo a visualizagéo, onde a intensidade da cor esta relacionada
a quantidade de ligacao ocorrida (Garcia et al., 2017).

No método do ELISA competitivo, a placa é sensibilizada com antigeno ou com anticorpo. Caso seja
sensibilizada com antigeno, é adicionado soro do animal mais anticorpos com a enzima acoplada. Caso
o0 animal possua anticorpos formados contra o antigeno, esses irdo ter uma prevaléncia a se ligarem aos
antigenos da placa, deixando a cor mais clara. Caso 0s anticorpos no soro forem inexistentes ou baixa
carga, a coloracdo fica mais escura. O método competitivo com sensibilizacdo da placa com anticorpos
€ 0 mesmo processo; porém, é adicionado antigeno ligado a enzima, onde se houver antigeno no soro
do animal, esses se ligaram a placa e ndo os acoplados a enzimas (Hirschmann et al., 2015).

Os antigenos utilizados para a realizacdo de cada um desses testes apresentam-se de forma bruta,
sintética ou recombinante. Nesse sentido, dependendo da forma utilizada, implica em variagcdo nos
valores de porcentagem de sensibilidade e especificidade do teste em questdo (Dantas, 2004).

No teste de ELISA, a especificidade varia de 81 a 100%, e a sensibilidade, abrange entre 80 a 99,5%,
conforme tabela 1. Nos testes de ELISA, a porcentagem da sensibilidade e especificidade desconsideram
o tipo de antigeno empregado.

Tabela 1. Perfil de especificidade e sensibilidade do teste de ELISA para LCV, de acordo com a literatura pesquisada.

Estudos Especificidade Sensibilidade

Laurenti (2009) 81% - 100% 80% - 99,5%

Oliveira et al. (2005) 100% 90%

Faria & Andrade (2012) 98,8% 97,1%

Pefiuela & Valencia(2007) 86% - 98% 85% - 96%
RIFI

A imunofluorescéncia indireta é outro teste soroldgico muito aplicado para confirmacao de infeccéo
por Leishmania sp., muitas vezes realizado juntamente ao ELISA para uma melhor confiabilidade no
diagndstico do animal. Trata-se de um teste realizado através da dilui¢do do soro do paciente em solucéo
salina, buscando a titulagdo méaxima que é possivel a visualizagdo de fluorescéncia na lamina (Aoki et
al., 2010). As amostras dos animais suspeitos sdo diluidas em solucéo salina tamponada e adicionadas
a laminas impregnadas com antigenos especificos de Leishmania major. Posteriormente, é adicionado
anticorpos anti-1gG para Leishmania spp. que estdo marcados com fluorocromo, permitindo o efeito da
fluorescéncia. Se houver ligacdo desses anticorpos conjugados, significa que o soro do animal possui
IgG contra o antigeno em questdo. O padrdo adotado para reagente é diluicdo inicial de 1/40, porém em
casos de leishmaniose visceral, sdo geralmente encontrados titulos elevados, devido a elevada carga
parasitaria nessa doencga (Luciano et al., 2009). O teste de imunofluorescéncia indireta possui 80 a 100%
de especificidade, e 40 a 100% de sensibilidade, conforme literatura indicada na tabela 2.

Tabela 2. Perfil de especificidade e sensibilidade do teste de RIFI para LCV, de acordo com a literatura pesquisada.

Estudos Especificidade Sensibilidade
Laurenti (2009) 80% - 100% 90% - 100%
Maia & Campino (2015) 80% 90%

Alves (2009) 80% 90% - 100%
Faria & Andrade (2012) 80% 83% - 100%

PUBVET DOI: 10.31533/pubvet.v15n08a886.1-7



Diagnéstico imunoldgico e molecular da Leishmaniose Visceral Canina 5

Ambos os testes soroldgicos possuem conveniéncias e desvantagens em relagdo ao seu uso. O ELISA
tem como vantagens o fato de ser de facil execucéo e leitura, com resultado rapido e poder ser adaptado
para estudos epidemiologicos. Como desvantagens, a autora relata o fato de ser pouco preciso em casos
subclinicos ou assintomaticos, com possibilidade de reag¢do cruzada com outros tripanossomatideos e
ser de custo elevado.

Em relacdo ao RIFI, os autores ressaltam como desvantagens, a mesma possibilidade de reacdo cruzada
do ELISA, necessidade de profissional treinado para sua realizacéo e por ser um teste dispendioso (Luciano
et al., 2009). As prerrogativas do RIFI, sequndo Faria & Andrade (2012), seriam a utilidade para estudos
epidemioldgicos e utilizagdo para monitoramento de animais doentes em uma determinada regido.

Tanto o ELISA quanto o RIFI possuem melhores resultados em cées que ja estejam desenvolvendo
sintomas, devido a maior carga parasitaria circulante no organismo, o que resulta em maior sensibilidade
dos testes (Luciano et al., 2009, Faria & Andrade, 2012).

Reacdo em cadeia pela polimerase (PCR)

Criado na década de oitenta, outra técnica que vem ganhando espago e sendo utilizada no diagnostico
diferencial para os vérios agentes etiologicos da LVC é a reagdo em cadeia pela polimerase (PCR)
(Rolim et al., 2016). Trata-se de uma técnica com a capacidade de amplificar sequéncias de bases
nitrogenadas do DNA ou RNA. Sua utilidade para as espécies da Leishmania se da pela busca de DNA
do parasito no tecido do animal (Mesquita et al., 2001). O teste é feito através da amplificacdo do DNA
do protozoario de 120 pares de bases nitrogenadas, que pode ser extraido de diversos tecidos do animal,
utilizando o par de oligonucleotideos para Leishmania sp: 13A 5-dGTG GGG GAG GGG CGT TCT-
3 e 13B 5-dATT TTA CAC CAA CCC CCA GTT-3. O processo realizado no teste do PCR é feito
através da desnaturacdo da fita de DNA molde, sendo seguido da adicdo dos segmentos de &cidos
nucléicos (primers). Entdo, a polimerase ir4 adicionar as bases nitrogenadas complementares a fita
molde para posterior analise e verificagdo dessa fita de DNA, buscando visualizar um genoma pareo ao
dos protozoarios da leishmaniose (Queiroz et al., 2010). Em rela¢do ao protozoéario da leishmaniose
visceral, esse teste tem sido utilizado ndo s6 para diagnéstico, mas também para monitoramento de
tratamento e estudos epidemioldgicos (Gontijo & Melo, 2004). Apresenta de 55 a 100% de
especificidade e 66 a 97% de sensibilidade, conforme dados da literatura (Tabela 3).

Tabela 3. Perfil de especificidade e sensibilidade do teste de PCR para LCV, de acordo com a literatura.

Estudos Especificidade Sensibilidade
Faria & Andrade (2012) 67% 97%
Rolim et al. (2016) 93,5% 86,2%
Queiroz et al. (2010) 55% 66,3%
Martins (2013) 86,96% - 100% 73,08% - 96,15%

Consideragdes finais

A leishmaniose visceral é uma doenga ainda pouco esclarecida na populagéo leiga, porém sua
incidéncia vem aumentando durante os Ultimos anos, devido alteracbes ambientais que geram a
urbanizacio da enfermidade. E uma doenga com grande importancia epidemioldgica, principalmente
pela aparicdo de formas graves, com morte do animal doente e transmissdo em potencial para os
humanos. Tendo em vista os fatores de risco envolvidos na LVC, foram desenvolvidas diversas técnicas
para seu diagndstico, cada qual com vantagens e desvantagens na sua realizacdo e interpretacdo.
Entretanto, observa-se que o ELISA e o RIFI possuem uma maior relevancia por apresentarem, no geral,
especificidade e sensibilidade superiores aos demais ensaios diagnosticos. Todavia, mesmo com um
possivel tratamento para a doenga, ainda é preconizado pelos 6rgaos competentes a eutanasia do animal,
uma vez que o tratamento pode ndo eliminar todos os parasitas do sangue do animal, tornando viavel
sua transmissao zoonotica.
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