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“Né6s, seres humanos, estamos na natureza para auxiliar o progresso dos animais,
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maltrata um animal é alguém que nédo aprendeu a amar”
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RESUMO

A leishmaniose é uma afeccdo de potencial zoonbtico e de carater peculiar em
zonas rurais e centros urbanos. E uma enfermidade de dificil controle e grande
enfoque na medicina veterinaria, responsavel por manifestacées clinicas graves,
sendo o diagnostico parte fundamental para o estabelecimento de prognéstico e
tratamento apropriados e prevencao de novos casos. A deteccao do DNA do
parasita auxilia no diagnéstico e possibilita o tratamento mais rapido e adequado,
permitindo assim a melhora da qualidade de vida do animal. Nesse trabalho foi
realizado um estudo da taxa de positividade em animais assintomaticos de
diferentes idades, ambos 0s sexos e todas as racas, para leishmaniose atendidos
pelo programa de castracdo voluntaria do Hospital Veterinario da Universidade
Federal de Uberlandia (HV-UFU) no periodo de agosto a novembro de 2017. Foram
coletadas 50 amostras de sangue, sendo que a deteccdo do DNA para o género do
parasita foi realizada por PCR direcionada ao gene que codifica a enzima de choque
térmico 70kDA e outro para regidao espacadora transcrita interna do gene do RNA
ribossomal. Desta analise foi verificada a positividade de 26% animais para ambos
os pares de iniciadores, indicando uma provavel infecdo pelo parasito, sem a

predisposicao racial, sexual ou etaria.

Palavras chave: Leishmaniose canina; Diagnéstico molecular; Iniciadores HSP70;
Iniciadores LIST/L5.8S.



ABSTRACT

Leishmaniasis is a zoonotic potential of a peculiar character in rural areas and urban
centers. It is a disease of difficult control and great focus in veterinary medicine,
responsible for serious clinical manifestations, being the diagnosis fundamental for
the establishment of appropriate prognosis and treatment and prevention of new
cases. The detection of DNA from the parasite helps in the diagnosis and allows the
treatment more rapid and adequate, thus allowing the improvement of the quality of
life of the animal, besides minimizing the possibility of becoming a reservoir of the
disease. In this work, a study of the positivity rate was performed in asymptomatic
animals of different ages, both sexes and all races, for leishmaniasis treated by the
voluntary castration program of the Veterinary Hospital of the Federal University of
Uberlandia (HVET-UFU) from August to November 2017. Fifty blood samples were
collected, and the DNA detection for the genus of the parasite was performed by
PCR directed to the gene that encodes the 70kDA heat shock enzyme and another
to the internal transcribed spacer region of the ribosomal RNA gene. From this
analysis, the positivity of 26% of the animals was verified for both pairs of primers,
indicating a probable infection by the parasite, without racial, sexual or age
predisposition.

Keywords: Canine leishmaniasis; Molecular diagnosis; HSP70 primers; LIST / L5.8S

primers.
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1. INTRODUCAO

Historicamente, o animal doméstico que mais associou-se ao ser humano foi
0 cdo, com o surgimento dessa relagcao ha mais de 15.000 anos (THALMANN et al.,
2013). No decurso da trajetoria evolutiva, houve o estreitamento gradativo desse
vinculo, que resultou em cruzamentos seletivos para ressaltar as caracteristicas
mais desejaveis, gerando uma espécie com inumeras transformacdes morfoldgicas,
fisiologicas e comportamentais que compbéem os padroes de racas atuais
(LINHARES et al., 2018).

Os caes exercem abundantes funcdées além das que exerciam em periodos
remotos, sendo vistos como membros da familia, companhia, simbolos de status,
assisténcia a deficientes fisicos, atuando também como terapeutas, com auxilio de
imensa importancia na salde fisica e mental do ser humano (TATIBANA et al.,
2009).

A alteracao do panorama epidemioldgico quanto a morbidade e mortalidade
de caes, deve-se também a melhoria das condicées socioecondmicas da populacao
brasileira, entretanto, as doencas infecciosas continuam sendo a principal causa de
morte entre os animais (TRAPP et al.,, 2010). Dentre elas, destacam-se as
protozoonoses, que sdo afec¢des de enorme importancia na clinica veterinaria,
principalmente as transmitidas por vetores, estando em evidéncia babesiose,
toxoplasmose, neosporose e leishmaniose, sendo de dificil controle devido ampla
distribuicao geogréfica dos parasitos e dos vetores (GUIMARAES et al., 2009).

As afeccbes transmitidas por artrépodes sao de relevancia para a saude
humana e animal no mundo todo, em consequéncia dos numerosos agentes
infecciosos que resultam em enfermidades diversas (HARRUS et al., 2006). Dentre
as doengas emergentes transmitidas por vetores em cées, evidencia-se a
leishmaniose causada por parasitos do género Leishmania e transmitida por
flebotomineos (OLIVEIRA et al., 2008).

A presenca de enfermidades concomitantes ou coinfec¢bes sdo capazes de
gerar duvidas no momento do diagnéstico clinico e dificuldades no tratamento, além
disso, podem ter a sintomatologia clinica agravada, pois esses parasitos tém notavel
competéncia e mecanismos diversos para suprimir e/ou desviar a resposta imune do
hospedeiro (SOUSA, 2012).
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A diversidade de sintomas apresentados por caes positivos para leishmaniose
torna-se um problema para o médico veterinario, variando de animais assintomaticos
até estagios mais graves. A confirmacdo do diagnostico consiste no histérico de
exposi¢cdo ao vetor, sinais clinicos compativeis e exames laboratoriais citol6gicos,
moleculares e soroldgicos (FARIA, 2012). Um dos principais fatores que influenciam
na precisao do diagnéstico para leishmaniose sdo as coinfecgdes e/ou reacdes
cruzadas com outros patégenos (SILVA, 2011).

A presente pesquisa teve como objetivo diagnosticar a presenca de
Leishmania infantum em caes atendidos pelo programa de castracdo voluntaria do
Hospital Veterinario da Universidade Federal de Uberlandia, por meio de técnica

molecular, verificando a ocorréncia de infeccoes.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Leishmaniose visceral canina

A leishmaniose visceral é causada, principalmente, por duas espécies
Leishmania (Leishmania) donovani (L. donovani) e Leishmania (Leishmania)
infantum (L. infantum), sendo a primeira encontrada nos continentes europeu,
asiatico e africano, afetando especialmente a populagéo pobre, que se encontra na
zona rural do Nordeste Indiano e Leste de Africa, e a segunda nos continentes ja
mencionados, além das Américas (ALVAR et al., 2012). Grande parte dos casos da
doenga provocada por L. donovani estao relacionados com infecgdo antropondtica,
ou seja, o ser humano é o unico reservatorio. Ja a L. infantum é antropozoonotica,
ndo apenas na regidao mediterranea, seu provavel local de origem, como também na
América Latina (LUKES, 2007).

Ambas as espécies sdo responsaveis pela infecgdo de aproximadamente 400
mil pessoas e morte de outras 40 mil por ano, estando entre as seis endemias
prioritarias no mundo, tornando-se uma das doencgas mais importantes da atualidade
(WHO, 2010). Na América Latina, ha relatos da enfermidade em inumeros paises,
entretanto 90% dos casos ocorrem no Brasil, principalmente na regido Nordeste
(MINISTERIO DA SAUDE, 2006).

No Brasil, a leishmaniose visceral apresenta aspectos geograficos, climaticos
e sociais distintos, resultante de sua ampla distribuicdo geografica, envolvendo as
regides Norte, Nordeste, Sudeste e Centro-Oeste. A partir de dados epidemioldgicos
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observou-se uma periurbanizacdo e a urbanizacdo da leishmaniose visceral,
destacando-se surtos no Rio de Janeiro (RJ), Belo Horizonte (MG), Aracatuba (SP),
Santarém (PA), Corumba (MS), Teresina (Pl), Natal (RN), Sao Luis (MA), Fortaleza
(CE), Camacari (BA) e as epidemias ocorridas nos municipios de Trés Lagoas (MS),
Campo Grande (MS) e Palmas (TO) (MINISTERIO DA SAUDE, 2010).

Esse protozoario € transmitido para o hospedeiro vertebrado pela picada de
flebotomineos infectados, durante o repasto sanguineo, sendo a espécie de maior
importancia epidemiolégica no pais a Lutzomyia longipalpis (LAISON et al., 2005). A
leishmaniose visceral afeta tanto ser humano como o cao, que € o principal
reservatério urbano, sendo responsavel pela manutencdo do parasito nos focos
regionais (DANTAS-TORRES, 2010). A infeccdo canina precede a humana, com
altas taxas de prevaléncia, podendo acometer até 80% de toda populacéo canina de
areas endémicas (BANETH et al., 2008).

A urbanizacdo e o desmatamento sdo 0s principais responsaveis pela
mudanca na alteragdo da dindmica da doenca (BREARLEY et al., 2012), além da
alta capacidade de adaptacdo de determinados flebotomineos a mudancas
ambientais e a interferéncia de outros animais domésticos, que também atraem o
vetor e contribuem para o aumento do risco de infeccdo tanto em cades como em
humanos (ALMEIDA et al., 2012).

2.2 Agentes etioldgicos

Os protozoarios heteroxénicos do género Leishmania pertencem a ordem
Kinetoplastidae e a familia Tripanosomatidae, a qual possui dois subgéneros,
Leishmania e Viannia, apresentando grande distribuicdo pelos tropicos (WHO,
2010).

O subgénero Viannia é limitado a regidao neotropical no novo mundo, que
compreende o México, Peninsula da Baixa Califérnia, Sul da Flérida, llhas do Caribe
e América do Sul. J& o subgénero Leishmania esta presente nas regides do velho
mundo como a Paleoértica que compreende a Europa, Norte da Africa, grande parte
da Arabia e Asia, além de ocorrer também no novo mundo (KERR, 2000).

Incorporado ao subgénero Leishmania destacam-se o0s complexos
Leishmania (Leishmania) infantum, Leishmania (Leishmania) donovani, Leishmania
(Leishmania) major, Leishmania (Leishmania) tropica e Leishmania (Leishmania)

mexicana. A leishmaniose cutadneo-difusa é associada a espécie Leishmania
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(Leishmania) mexicana, as demais espécies desse subgénero, como Leishmania
(Leishmania) infantum estdo associadas a forma clinica visceral (CUPOLILLO et al.,
2014).

O subgénero Viannia tem como principais representantes complexos
Leishmania (Viannia) braziliensis e Leishmania (Viannia) guyanensis, responsaveis
por causar a forma clinica cutédnea, cutaneo-difusa e mucocutanea (CUPOLILLO et
al., 2014). Embora haja definicdes entre as espécies e formas clinicas, algumas que
estdo relacionadas a forma cutanea, como por exemplo a Leishmania (Viannia)
braziliensis, foram encontradas em visceras, ressaltando a possibilidade de

visceralizacdo dessa espécie (OLIVEIRA, 2018).
2.3 Ciclo biolégico

Os protozoarios do género Leishmania sao heteroxénicos, necessitam de um
hospedeiro invertebrado e um vertebrado para completar o seu ciclo bioldgico.
Multiplicam-se por divisdo binaria, possuindo duas formas evolutivas: a
promastigota, com formato alongado e flagelo visivel, encontrando-se no tubo
digestério do hospedeiro invertebrado, e a forma amastigota, com formato ovalado,
sem flagelo aparente, com desenvolvimento intracelular obrigatério nos hospedeiros
vertebrados (BATES, 2008).

Os hospedeiros invertebrados de Leishmania sao dipteros conhecidos como
flebotomineos, onde se evidenciam os géneros Phlebotomus, encontrados no Velho
Mundo e Lutzomyia, no Novo Mundo (SHARMA et al., 2008). Ha aproximadamente
60 espécies que transmitem o parasita, entretanto a espécie Lutzomyia longipalpis
destaca-se como principal transmissora das formas promastigotas metaciclicas de
Leishmania (L.) infantum no Brasil (SILVA, 2017), e o Lutzomyia cruzi, atribuido
como vetor no Estado de Mato Grosso do Sul (MISSAWA et al., 2001).

O ciclo de Leishmania inicia-se quando a fémea do inseto vetor realiza o
repasto sanguineo em mamiferos infectados, a partir da introducéo de suas pecas
bucais na pele do hospedeiro e com a movimentagdo das mesmas ocorre
dilaceracéo dos tecidos, rompendo capilares sanguineos, resultando na formagéo de
pocos compostos por sangue, linfa e debris de células, incluindo macréfagos e
outros fagdcitos com a forma amastigota presente em seus fagolisossomos, sendo o

local de alimentacao e infeccao do flebotomineo (BATES, 2015).
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Figura 1 - Representacdo do ciclo de vida de Leishmania spp (Adaptado de HARHAY et at., 2011).
Os flebotomineos ingerem células infectadas durante o repasto sanguineo. No intestino médio do
vetor, formas amastigotas se transformam em promastigotas, por simples diviséo, se desenvolvem e
migram para a probdscide. Durante o repasto sanguineo as promastigotas sdo regurgitadas em
hospedeiros humanos ou mamiferos vertebrados. As promastigotas sédo fagocitadas por macréfagos
e outros tipos de células fagociticas e se transformam dentro dessas células em amastigotas, que se

multiplicam por divisdo simples e passam a infectar outras células fagociticas mononucleares.

No tubo digestivo do vetor, ha o rompimento dos macrofagos ingeridos e
liberagdo dos parasitas, que se modificam em formas pequenas, ovais, flagelo curto
e movimentacao lenta, chamadas de promastigotas prociclicas. No periodo de 24 a
48 horas, essas formas sofrem inumeras divisbes binarias. Apds intensa
multiplicagdo e cerca 48 a 72 horas, ocorre a transformagéo para formas alongadas,
finas, com alta motilidade, denominadas de nectomonas, que promovem a
degradacao da matriz peritrofica. Estas formas migram para a porgéo anterior do
intestino médio do inseto, aderindo-se pelo flagelo as microvilosidades intestinais,
posteriormente, entre 4 a 7 dias, as nectomonas dao origem as leptomonas que
passam por uma segunda etapa de proliferacdo no tubo digestivo do inseto. Por
volta de 5 a 7 dias, duas formas sdo encontradas colonizando a regido da valvula do
estomodeu: promastigostas haptomonas e metaciclicas. As primeiras possuem

flagelo curto e imovel, que rapidamente se transformam em formas livres, finas,
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curtas, altamente ativas e com flagelo longo, denominadas promastigotas
metaciclicas. Estas sdo capazes de infectar o hospedeiro vertebrado e migram pela
valvula do estomodeu para o eséfago, faringe e probdscide. Ao realizar um novo
repasto sanguineo em hospedeiro vertebrado susceptivel, as formas infectantes sao
regurgitadas e inoculadas diretamente da probdscide, juntamente com a saliva do
vetor (BATES, 2008; KAMHAWI, 2006; HARHAY et at., 2011).

Ap6s a infeccao do hospedeiro vertebrado, os macréfagos atraidos pela
reacao inflamatéria formada no local fagocitam os parasitos, que sao internalizados
no vacuolo parasitéforo, que se liga aos lisossomos, dando origem ao vacuolo
fagolisossomal. No interior deste vacuolo, o parasito permanece em um ambiente
hostil, contendo enzimas lisossomais e metabdlitos reativos do oxigénio. Entre uma
a quatro horas, as formas promastigotas se transformam em amastigotas, iniciando
uma reproducdo por divisdo binaria dentro do vacuolo parasitéforo. Quando os
macréfagos estdo repletos com amastigotas, eles se rompem e liberam os parasitos
que vao infectar outros macréfagos (PETERS et al., 2008; SACKS & SHER, 2002).

Ha diversos fatores que garantem o sucesso da infeccdo no hospedeiro
invertebrado, dentre eles, a capacidade do parasita de sobreviver a atividade de
enzimas digestivas e de nao ser eliminado no final da digestdo do sangue
(RAMALHO-ORTIGAO et al., 2010). Assim, sabe-se que a promastigota prociclica
possui em sua superficie moléculas de lipofosfoglicanos (LPG), que interagem com
lecitinas presentes no tubo digestério do inseto, impedindo que seja eliminado no
final da digestdo do alimento, juntamente com a proteina flagelar FLAG1/SMP1 que
também exerce um papel de adesédo (DI-BLASI et al., 2015).

A promastigota metaciclica expressa em sua superficie grande quantidade de
LPG e GP63, sendo a segunda uma metaloprotease que interage com as proteinas
tirosinas fosfatases dos macréfagos, agindo como repressor de vias imunologicas,
resultando em uma imunossupressdo do hospedeiro vertebrado (BLANCHETTE et
al., 1999). A atuacédo em conjunto promove uma protecao do parasito contra agdo de

enzimas liticas no hospedeiro invertebrado (OLIVER et al., 2005).

2.4 Sinais clinicos

A leishmaniose visceral canina € uma doenga sistémica, com uma ampla
variedade de sinais clinicos inespecificos, com manifestacbes que vao desde as
formas mais brandas até quadros mais graves, podendo levar o paciente a Obito
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(BRASIL, 2014). A sintomatologia esta relacionada com a resposta imune do animal
e complexos mecanismos patogénicos que ocorrem nos diversos érgaos (SOLANO-
GALLEGO et al., 2009), outros fatores como a idade, estado nutricional e genética
sao determinantes na expressao da enfermidade no organismo do cao (DAVIES et
al., 2000).

O acometimento do tecido cutdneo é o sinal clinico mais comum, acredita-se
que entre 60% e 90% dos caes infectados apresentam algum tipo de alteracéo
dermatoldgica. Dentre as lesbes mais frequentes sao dermatites pruriginosas,
seborreicas ou esfoliativas, principalmente ao redor dos olhos, orelhas e membros,
podendo estar associado a alopecia. Acredita-se que estes danos nao sao causados
necessariamente pela resposta inflamatoéria devido a presenca fisica do protozoario
no local, pois peles aparentemente saudaveis foram encontradas com grande
quantidade de parasitos (BANETH et al., 2008).

Em fases mais adiantadas da doenca, os achados clinicos mais comuns séao
linfoadenomegalias, esplenomegalia, hepatomegalia, hipertermia, onicogrifose,
oftalmopatias, nefropatias, anorexia, atrofia, muscular, coagulopatias e
comprometimento das articulacoes e ossos (BANETH et al., 2008; SANTANA et al.,
2008; LINHARES et al., 2005).

No Brasil, a forma assintomatica é encontrada com altos indices, variando de
40% a 60% dos animais diagnosticados positivos a partir de exames
complementares (BRASIL, 2014). Estes animais sdo de extrema importancia para
epidemiologia da doenga, mesmo sem nenhuma apresentagao clinica, sao fontes de
infeccdo para os flebotomineos, e consequentemente, participam ativamente da
transmissdo de Leishmania infantum (PALATNICK et al., 2001; OLIVEIRA et al.,
2010).

2.5 Diagnéstico

A auséncia de alteragdes patognomoénicas e o fato de os sinais clinicos
poderem mimetizar outras doencas, impossibilita o diagndstico ser exclusivamente
pelo exame fisico, além disso, ha um alto percentual de animais que nao
apresentam nenhum sinal clinico da doenga. Por estes motivos, os exames
complementares tornam-se indispensaveis no diagnéstico de leishmaniose visceral
canina (SOLANO- GALLEGO et al., 2009).
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Embora seja impossivel a determinacao do diagnostico para enfermidade
apenas pelo exame fisico, é de extrema importancia a sua realizacao de maneira
minuciosa, além dos testes laboratoriais de rotina, como hemograma completo,
urindlise e provas bioquimicas (ALVAR et al., 2004).

Estes trés ultimos exames tém baixa contribuicdo para o diagnéstico da
leishmaniose visceral canina, entretanto, fornecem informagdes valiosas sobre o
estado clinico do animal infectado, sendo possivel estimar o prognéstico e evolucéao
da doenca (SOLANO-GALLEGO et al., 2009).

2.5.1 Diagndstico parasitolégico

O diagnéstico parasitolégico é obtido pela visualizagdo direta das formas
amastigotas do parasito, confirmando a infecgcdo. A avaliacdo pode ser feita em
material de medula 6ssea, pele, linfonodo, baco e figado, podendo realizar a
confeccao de esfregacos ou imprints em laminas, exame histopatol6gico, incubacao
em meio de cultura ou em animais de laboratério (GONTIJO et al., 2004).

As principais vantagens do método parasitologico sao: baixo custo,
praticidade e ainda continua sendo o meio com especificidade de 100%, entretanto a
sua sensibilidade pode variar de acordo com a intensidade parasitaria, tipo de
material analisado, podendo ser de 50% a 83% em amostras de medula déssea,
entre 30% e 85% em amostras de linfonodo e entre 71% a 91% quando ha
combinacao de tecidos (FERRER, 1999; KOUTINAS et al., 2001), além namero de
campos observados ao microscopio e experiéncia do examinador (GIUDICE et al.,
2011; DANTAS- TORRES, 2006).

2.5.2Diagnéstico imunolégico

O diagnéstico imunolégico é baseado na deteccdo de anticorpos anti-
Leishmania spp. ou de antigenos do parasito (BRASIL, 2014). Os animais tém niveis
detectaveis de anticorpos anti-Leishmania spp. trés meses apos a infecgédo, e podem
permanecer por até dois anos (MARCONDES et al., 2011). Acredita-se que caes
com baixos niveis de anticorpos tiveram uma exposi¢cao prévia ao protozodrio, e que
geralmente nao desenvolvem a doenca clinica, tornando-se portadores
assintomaticos, porém a persisténcia da infecgdo pode gerar aumento gradativo do
nivel de anticorpos ao longo do tempo. Ja altos niveis de anticorpos, frequentemente
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estdo associados a doenca clinica e alta carga parasitaria no animal, fechando do
diagnéstico para infeccao (BANETH et al., 2008).

Dentre as diversas técnicas sorolégicas empregadas, destacam-se a reacao
de imunofluorescéncia indireta (RIFI) e o ensaio de imunoadsorcdo enzimatica
(ELISA). No Brasil, sdo os métodos mais utilizados no diagnéstico de leishmaniose
visceral humana e canina, sendo que o ELISA tem sido o teste de escolha para
inquéritos populacionais (MELO, 2004).

A RIFI é uma técnica que utiliza o parasito em sua forma integra como
antigeno, entretanto, as principais desvantagens estdo relacionadas a necessidade
de um alto nivel de habilidade e experiéncia, equipamentos especializados e de
elevados custos, além de ser extremamente laborioso, dificultando a sua utilizacéo
na triagem de um grande numero de amostras (FARIA et al.,, 2012). Sua
sensibilidade varia de 83% a 100% e sua especificidade é de aproximadamente 80%
para amostras de soro (ALMEIDA, et al., 2005; LIRA, 2005). Entretanto, esse
método pode apresentar reagdes cruzadas com outros tripanossomatideos, como no
caso das espécies de Leishmania responsaveis pelas formas tegumentares e do
Trypanosoma cruzi (MARCONDES et al. 2011).

O ELISA tem aplicagao tanto para diagnéstico individual de leishmaniose
visceral canina, quanto para triagem envolvendo grande numero de amostras,
devido a facilidade da técnica, além da grande variedade de antigenos, podendo
utilizar antigenos brutos, sintéticos ou recombinantes. Este método baseia-se na
reagdo de anticorpos presentes no soro com o antigeno de Leishmania adsorvido
em microplacas, cuja reagado final € medida por espectrofotometria (MAIA et al.,
2008). Os antigenos brutos fornecem

Segundo DANTAS-TORRES (2005b), ambos testes soroldgicos apresentam
limitacGes, e estas devem ser levadas em consideragdo ao longo da interpretacéo
do resultado obtido, uma resposta positiva indica uma exposi¢cao prévia ao parasito,

porém ndo confirma a doenca e nem a infecgéo.

1.5.3. Diagnéstico molecular

Os métodos diagnédsticos utilizando o DNA estdo sendo explorados

intensamente com objetivo de superar as diversas limitacbes apresentadas pelos
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testes convencionais de rotina. Dentre estes, encontra-se a reagdo em cadeia da
polimerase (PCR), que se baseia na amplificacdo de uma sequéncia conhecida de
oligonucleotideos especificos do patdégeno, sendo um método altamente sensivel e
especifico para Leishmania. Sua sensibilidade esta diretamente relacionada ao alvo,
e consequentemente ao numero de copias de DNA amplificado (GOMES et al.,
2008).

Distintas sequéncias do genoma de Leishmania spp. estdo sendo usadas
pelos pesquisadores como iniciadores nessas reagdes de amplificacdo, como o0s
direcionados para os genes que codifica a enzima G6PHD, o gene de mini-exon
transcritos do rDNA-ITS1, ou o gene que codifica a proteina do choque térmico
HSP70 (CASTILHO et al., 2008; SCHONIAN et al., 2003; GARCIA et al., 2004).

Nas Américas, destaca-se o diagndstico parasitolégico molecular direcionada
ao kDNA (DNA de cinetoplasto), uma molécula que contém aproximadamente
10.000 minicirculos naturalmente amplificados, resultando em uma melhor
sensibilidade da técnica (WEIRATHER, et al., 2011).

Uma das grandes vantagens da utilizacao deste método no diagnéstico para
leishmaniose visceral canina é a possibilidade da utilizacdo de uma grande
variedade de materiais clinicos, ndo sendo necessario o uso de técnicas invasivas,
como bidpsia de medula 6ssea ou de figado, pungéo de bacgo, aspirado de linfonodo
ou até mesmo grande volume de sangue para obtencdo de material bioldgico
analisado (MANNA, 2004).

A PCR em tempo real (QPCR) €& um procedimento que permite o
monitoramento continuo, por meio de sondas fluorescentes, da amplificagcdo do DNA
especifico enquanto a reagdo ocorre. Em comparacdo com a PCR convencional, a
gPCR é mais sensivel e tem menores chances de contaminacao, além de tempo de
realizacdo ser menor (MAIA et al., 2008). A execucédo da qPCR € menos laboriosa e
mais pratica, além da possibilidade de ser automatizada, permitindo a analise de
grandes nimeros de amostras em estudos epidemiolégicos (JULIAO et al., 2011).

Ha fatores que interferem na sensibilidade e especificidade do teste, como o
protocolo de extracdo do DNA utilizado, tipos de amostras biolégicas, os
oligonucleotideos iniciadores escolhidos, como também o tempo de infeccéo
(LACHAUD et al., 2002).

Moreira et al., (2007) compararam a eficacia dos métodos parasitolégicos,

imunoldgicos e moleculares no diagnostico de caes com variados sinais clinicos. A
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PCR demonstrou sensibilidade de 95% a 100%, mostrando ser a mais sensivel das
técnicas utilizadas, indicando ser um método muito eficiente para o diagnéstico de
leishmaniose visceral canina.

Uma das maiores dificuldades da técnica molecular € a padronizacao,
resultando em um obstaculo na utilizacdo da PCR como método alternativo para o
diagnéstico de uma determinada patologia. Essa dificuldade esta relacionada com a
diferenca de eficiéncia das inumeras polimerases, presenca de inibidores nas
amostras biologicas, além da variacdo de desempenho de termocicladores
(HOORFAR et al., 2002). Logo, para que a PCR forneca resultados confiaveis é
necessario ensaios de padronizacao e a validagdo da metodologia, a partir de
estudos experimentais e cumprimento das exigéncias das aplicagdes analiticas, para
garantir a confiabilidade dos resultados (MALORNY et al., 2003).

A necessidade de laboratérios bem equipados e habilidade técnica sao as
principais desvantagens da técnica molecular. Apesar do custo ainda ser alto para
realizacdo da PCR, é notavel o aumento de demanda, e com isso, ha possibilidade
de redugao dos custos, tornando-a mais acessivel (BRASIL, 2006).

2.6 Tratamento

Perante a legislacao brasileira, a leishmaniose € uma doencga de notificacdo
obrigatéria regido pelo decreto do Senado Federal n® 51.838, de 14 de marco de
1963. Incluso nas normas técnicas do mencionado decreto para o combate a
leishmaniose visceral humana, ressalta-se o Artigo 3° “O Departamento Nacional
das Endemias Rurais executara as seguintes medidas profilaticas: a) investigacao
epidemioldgica; b) inquéritos extensivos para descoberta de caes infectados; c)
eliminacdo dos animais domésticos doentes; d) campanhas sistematicas contra os
fleb6tomos nas areas endémicas; e) tratamento dos casos humanos”; e o Artigo 9°
“‘Os caes encontrados doentes deverdo ser sacrificados, evitando-se, porém, a
crueldade”. Posteriormente, a doenga foi introduzida no contexto das legislagdes
estaduais e municipais sobre zoonoses, estabelecendo que o0s animais
assintomaticos, porém soropositivos, além dos que se apresentavam com
sintomatologia clinica, deviam ser eutanasiados, resultando no desencorajamento
dos médicos veterindrios a iniciar um tratamento para os animais infectados
(BRASIL, 2014; BRASIL, 1963).
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A eliminagdo de animais infectados pode afetar positivamente a transmissao
da doenca, resultando na possivel reducdo da incidéncia da leishmaniose visceral
canina e humana. Entretanto, mesmo com a realizacdo do sacrificio dos animais
soropositivos, a doenga continua sendo transmitida, sugerindo a possibilidade de
outros reservatérios silvestres ou domésticos envolvidos na disseminacao da doenca
(ASHFORD et al., 1998).

Apo6s inumeros questionamentos sobre a eficiéncia da eutanasia como
medida de combate a transmissdo da leishmaniose visceral, foi aprovado o projeto
de lei que autoriza o tratamento de caes contra o protozoario causador da doenca.
Todavia, os medicamentos humanos nao devem ser utilizados em cdes como
método terapéutico, devido sua baixa eficdcia parasiticida neste hospedeiro,
resultando em uma possivel selecao de parasitos resistentes (WHO, 2010).

O Unico farmaco com eficacia comprovada para o tratamento da doengca em
caes é a miltefosina (MONGE-MAILLO et al., 2015). O principal efeito colateral do
medicamento é a teratogenicidade, além de alteragdes gastrointestinais, sendo
transitérios ou reversiveis, nao promovendo cura parasitologica (SUNDAR et al.
2007).

No Brasil, a utilizacdo da droga passou a ser permitida apenas para o
tratamento de cées, liberado em 2016 pelo Ministério da Agricultura, Pecuéria e
Abastecimento (MAPA), ndo sendo recomendado pelo Ministério da Saude e nao
permitido pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) para tratamento
da leishmaniose visceral humana (MORAIS, 2016).

Entretanto, é necessario destacar que o tratamento dos animais infectados
nao configura uma medida de saude publica para a doenga, ja que pode até resultar
no desaparecimento dos sinais clinicos, porém estes cdes continuam como fonte de
infeccdo para o vetor, e consequentemente, um risco para a populacdo humana e
canina (PORTELLA, 2018).

2.7 Controle

O programa de controle para leishmaniose visceral consiste no controle do
vetor flebotomineo por meio de inseticidas de agdo residual, eutanasia de céaes
soropositivos e/ou parasitoldgico positivo (esta estratégia ndo conseguiu impedir o
aumento do numero de casos da doenca em humanos e caes), além do tratamento
dos pacientes infectados (BRASIL, 2014).
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No Brasil, ha industrializacdo e comercializagdo de vacinas licenciadas pelo
MAPA para imunizacao de caes contra o protozoario, sendo capaz de proteger de
92% a 95% dos animais vacinados (BORJA-CABRERA, 2002). Além de outras
medidas profilaticas alternativas como a utilizagdo de inseticidas tépicos e uso de
coleiras com inseticidas (WERNECK, 2014).

A orientacdo da populacao sobre posse responsavel € indispensavel para o
controle da leishmaniose visceral, pois a ado¢ado de medidas que resultem no bem-
estar animal, a fim de evitar os maus tratos e abandono, contribuem com a

diminui¢cdo da expansao de zoonoses como esta (SANTOS et al., 2014).
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3 JUSTIFICATIVA

As confirmagdes diagnésticas para leishmaniose visceral canina sao
probleméticas para o médico veterinario, correspondente a abrangéncia e auséncia
de sintomatologia que caracterizem a doenca, além das limitacbes dos testes
utilizados na rotina de clinicas e hospitais veterinarios. Outro agravante para o
diagnéstico da doenca, € a alta taxa de animais assintomaticos, que mesmo nao
apresentando indicios de alteracbes homeostaticas, estdo infectados, contribuindo
para a manutengéo do parasito. O estreitamento das relagdes entre o cdo e homem
colabora de maneira significativa para a propagacdo de doencas com carater
zoon6tico, explicitando a necessidade de métodos diagndsticos eficientes para
animais infectados sintomaticos ou assintométicos, e consequentemente,
posteriores medidas terapéuticas adequadas e implantacdo de estratégias
profilaticas.

A relevancia do projeto esta em realizar o diagnéstico molecular para
Leishmania spp., sendo um método pouco utilizado na rotina de hospitais
veterinarios publicos e particulares. Logo, oferecer um servico a populacao
empregando uma técnica com alta sensibilidade e especificidade, para garantir um
resultado confiavel, que proporcione um protocolo de tratamento adequado,
possibilitando assim o bem-estar do animal e reducao das chances de infeccao

humana.

4 OBJETIVOS

4.1 Objetivos gerais

Determinar a frequéncia de Leishmania spp. em cées atendidos pelo
programa de castracao voluntéria do hospital veterinario da Universidade Federal de
Uberlandia (HV-UFU).

4.2 Objetivos especificos

e Determinar a positividade para Leishmania spp. nos caes atendidos pelo
programa de castragéo voluntaria HV-UFU no periodo de agosto a novembro
de 2017 por meio da técnica PCR;

e Comparar os resultados obtidos de cada par de iniciadores utilizados na
técnica de PCR.
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e Relacionar a positividade apresentada pela PCR com as variaveis sexo, idade

e raga.

5 MATERIAIS E METODOS

5.1 Critérios éticos e seletivos

Todos os procedimentos de manipulacdo dos animais estavam de acordo
com o0s principios éticos da experimentacdo animal e seguiram as diretrizes
recomendadas pelo Comité de Etica na Experimentacdo Animal - CEUA/UFU. Este
projeto foi aprovado pelo CEUA/UFU sob protocolo n® 150/16 (Anexo 1).

Os animais incluidos nesse estudo (n = 50) tiveram o prévio consentimento
dos tutores sendo os mesmos esclarecidos e convidados a participar do projeto e a
autorizacao para a coleta das amostras foi feita por meio do termo de consentimento
(Anexo 2), sendo os mesmos esclarecidos e convidados a participar da pesquisa.
Caes de todas as racas, ambos os sexos e diferentes faixas etaria, atendidos pelo
programa de castracao voluntaria do HV-UFU no periodo de agosto a novembro de
2017. Desses pacientes obtiveram-se as seguintes informacdes: idade, sexo, raca e

data do atendimento.

5.2 Coleta de sangue

Os animais assintomaticos para leishmaniose avaliados no HVET-UFU
atendidos no periodo entre agosto e novembro de 2017, receberam numero
individual e foram identificados pelo numero da ficha clinica registrada no HVET-
UFU. Apds o procedimento de esterilizagdo cirurgica, foram coletados 5 mL de
sangue por puncdo venosa das veias cefdlica, jugular ou safena lateral, por meio de
agulha e seringa descartaveis, e transferido para tubos a vacuo estéreis contendo
EDTA, previamente identificados. Essas amostras foram encaminhadas ao
Laboratério de Bioensaios em Leishmania do Departamento de Parasitologia do
Instituto de Ciéncias Biomédicas - UFU e mantidas a -20° C até serem processadas

para a realizagao do diagnostico molecular.
5.3 Extracao de DNA
As extracdes de DNA a partir de sangue coletado com EDTA foram realizadas

utilizando o Kit DNeasy Blood & Tissue Kit® (PROMEGA) de acordo com as
instrucbes do fabricante, sendo que foram usados 100uL do sangue coletado.
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Posteriormente, o DNA foi dosado por espectrofotometria (NanoDrop™ 2000/2000c

Spectrophotometers) e conservado a - 20° C até a analise molecular.

5.4 Analise molecular

O DNA extraido das amostras de sangue coletadas foi submetido a analise
molecular utilizando dois pares de iniciadores que amplificam sequéncias
conservadas de genes das espécies do género Leishmania. Os iniciadores HSP70
direto e reverso amplificam um fragmento de 234 pb da proteina de choque térmico
70kDA de Leishmania como descrito por Graca et al. (2012); e os iniciadores LITSR /
L5.8S descritos por Schénian et al. (2003), amplificam um fragmento de 300-350 pb
da regido espacadora transcrita interna do gene do RNA ribossomal.

As PCRs foram feitas em um volume final de 25 pyL para ambos pares de
inciadores, e foram realizadas em termociclador (SimpliAmp™ Thermal Cycler,
Thermo Fisher Scientific Inc, EUA) seguindo as condi¢des descritas na Tabela 1.

Em todas as reacdes, o DNA de L. infantum (MHOM/BR/1972/BH46), obtido a
partir de cultura axénica, foi utilizado como controle positivo. Como controle negativo
das reagdes foi empregado amostra de DNA de um cdo de 7 meses da raca pug
pedigree CBKC, o qual utiliza constantemente coleira antiparasitaria (Leevre, Ouro
Fino) e que apresentou resultados negativos pelas técnicas de pesquisa do parasito
em esfregago sanguineo e molecular (PCR) para leishmaniose visceral canina, bem

como agua livre de nuclease para o branco.
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Tabela 1: Iniciadores, alvo, tamanhos (pb) dos produtos amplificados e condicoes da reacdo de PCR para Leishmania spp., segundo Graca et al. (2012) e

Schénian et al. (2003).

Iniciadores Sequéncias (foward e reverse) Alvo Amplicon Condigoes da reagao
Sequéncia conservada da Desnaturagéo inicial a 95°C por 2min,
regido espagadora transcrita seguido de 35 ciclos (95°C por 20seg,
LITSR/L5.8S F: 5-CTGGATCATTTTCCGATG-3’ interna do gene do RNA 300-350pb 56°C por 30seg, 72°C por 1min) e
R: 5'-TGATACCACTTATCGCACTT-3" | ribossomal 1 (ITS1, do inglés extensao final a 72°C por 6min
ribosomal internal transcribed
spacer 1) de Leishmania spp.
Sequéncia conservada do gene Desnaturacéo inicial a 94°C por 5min,
hsp70 F: 5-GGACGAGATCGAGCGCATGGT-3' de Leishmania spp. que 234pb seguido de 30 ciclos (94°C por 30seg,
direto/reverso | R: 5-TCCTTCGACGCCTCCTGGTTG-3" | codifica a proteina de choque 61°C por 1min, 72°C por 30seg) e
térmico de 70 kDa (Hsp70). 72°C por 8min
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5.5 Eletroforese

Ap6s a PCR, os produtos amplificados foram submetidos a eletroforese em
gel de agarose 3% ou poliacrilamida 6%, juntamente com o padrdo de peso
molecular de 100pb (Ludiwig Biotec, BR) e com tampao TBE 1X (Tris 89mM, acido
bérico 89mM e EDTA 2mM) durante 1h a 100V. Para visualizacdo das bandas, os
produtos de reacao corridos em gel de agarose foram marcados com intercalante de
DNA (Safer Dye - Kasvi, BR). Enquanto que, o gel de poliacrilamida foi fixado em
solugdo de alcool etilico 10% v/v e &acido acético 0,5% v/v, corado em solugao de
nitrato de prata 0,1% p/v e revelado com auxilio de solucao de hidréxido de sddio
3% p/v e formaldeido 3% v/v (GREEN; SANMBROOK, 2012).

5.6 Analise estatistica

O célculo das porcentagens das positividades foi feito pelo software Microsoft
Office/Excel 2013. A relagdo entre as variaveis sexo, idade e raga e o resultado
positivo do diagnéstico molecular para leishmaniose visceral canina foram
analisadas por meio do teste do qui-quadrado, utilizando o programa Graphpad. As
diferencas sao consideradas significativas quando a probabilidade (P) da ocorréncia
do evento for inferior a 5% (P < 0,05).
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6 RESULTADOS

6.1 Dados epidemiolégicos

As informacdes referentes a idade, sexo e raga dos 50 animais, participantes
do estudo, foram obtidas por meio de questionario aplicado ao tutor logo apés a

assinatura do termo de esclarecimento e livre consentimento.

Quanto ao sexo dos animais incluidos no estudo, 33 (66%) caes eram fémeas
e 17 (34%) macho, com uma média de idade de 3,49 anos, sendo que 48 (96%)
animais eram sem raca definida (SRD), e apenas 2 (4%) apresentavam padroes

raciais de Poodle e Shih-tzu (Tabela 3).

Tabela 2: Dados demograficos dos 50 caes assintomaticos atendidos pelo programa de castragdo

voluntaria e submetidos a analise molecular para leishmaniose.

Sexo

Idade (anos)

<1 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 |Total

Fémeas | 2/33 | 7/33 | 3/33 | 8/33 | 6/33 | 3/33 | 2/33 | 1/33 | 1/33 | 0/33 | 0/33 | 33

Machos | 1/17 | 1/17 | 3/17 | 6/17 | 2/17 | 117 | 1/17 | 117 | 0/17 | O/17 | 1/17 | 17

6.2 Analise molecular

No presente estudo, determinou-se a positividade de 50 animais para
leishmaniose visceral canina por meio da técnica PCR. A amplificag&o utilizando o
par de iniciadores HSP70 gerou fragmentos de aproximadamente 240 pb para todas
as amostras positivas (Figura 2). Entre as amostras testadas, 13 (26%) foram
positivas e 37 (74%) negativas na PCR que utilizou estes iniciadores.

A amplificagdo da regido ITS-1 gerou fragmentos de aproximadamente 350
pares de bases para todas as amostras utilizadas (Figura 3). Na PCR com o par de
iniciadores LITSR / L5.8S 13 (26%) amostras foram positivas e 37 (74%) negativas.
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Figura 2. Analise molecular da amplificacdo com o iniciador HSP70 direto/HSP70 reverso em
gel representativo de poliacrilamida 6% 1- Marcador de peso molecular. 2- Branco. 3- Controle
Negativo. 4- Controle Positivo para Leishmania infantum. 5 a 12- Amostras de cées assintomaticos
para leishmaniose canina.
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Figura 3. Analise molecular da amplificacdo com o iniciador LITSR / L5.8S em gel
representativo de poliacrilamida 6%. 1- Marcador de peso molecular. 2- Branco. 3- Controle
Negativo. 4- Controle Positivo para Leishmania infantum. 5 a 12- Amostras de cées assintomaticos

para leishmaniose canina.

As amostras positivas para os iniciadores LITSR / L5.8S, foram as mesmas

positivas para o HSP70 (Tabela 4).

Tabela 4: Frequéncia de cées positivos para leishmaniose testados por PCR com utilizagdo dos
iniciadores HSP70 e LITSR/L5.8S.

Positivo

13 (26%)

13 (26%)

50

Negativo

37 (74%)

37 (74%)

50
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6.3. Analise Estatistica

A variavel sexo relacionada com a positividade determinada pela PCR
apresentou no teste do qui-quabrado p = 0,7, a variavel idade demonstrou p = 0,5 e
a variavel raga apresentou p = 0,3. A partir disso, conclui-se que, ndo ha diferenca

de positividade em relagdo a nenhuma variavel.

Tabela 5. Dados demograficos e positividade dos animais submetidos a analise molecular para os

iniciadores HSP70 e LITSR/L5.8S, segundo as variaveis sexo, idade e raca.

Animais analisados
Variaveis Valor
Total (n) % n + (%) n — (%) dep
Sexo | Fémea 33 74% 9 (27,7%) | 24 (72,73%) 0,7
Macho 17 26% 4 (23,52%) | 13 (76,48%)
ldade | Jovem 11 22% 2(18,18%) | 9 (81,82%) 0,5
Adulto 39 78% 11 (28,20%) | 28 (71,8%)
Raca | Sim 2 4% 0 2 (100%) 0,3
Nao 48 96% 13 (27,08%) | 35 (72,92%)
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7 DISCUSSAO

A leishmaniose visceral é uma das doencas mais negligenciadas do mundo,
que afeta principalmente a populacdo socioeconomicamente carentes, levando a
Obito milhares de pessoas anualmente. Mesmo com o0s avancos cientificos
associados ao diagnostico, tratamento e prevencdo, as taxas de morbidade e

mortalidade demonstram tendéncias ao crescimento (WHO, 2010).

E notério a grande relevancia que o cdo possui como reservatério de
Leishmania infantum, sendo a leishmaniose canina uma das doencas parasitarias de
maior importancia no pais. Diante disto, evidencia-se o papel que o cao possui como
potencial fonte de infeccdo, resultante da sua crescente aproximacdo com as
familias (SILVA, 2011).

O diagndstico para leishmaniose visceral canina é de grande importancia, nao
apenas para direcionar um tratamento mais eficaz, como também para o controle
desta nas areas endémicas. O tratamento baseia-se em um diagndstico preciso,
pois a identificacdo da espécie do parasito esta relacionada com a evolucao da
doenca (SCHONIAN et al, 2011).

As amostras de sangue dos 50 caes foram submetidas a PCR utilizando os
iniciadores HSP70, que apresentou positividade para 13 (26%) animais, e para os
iniciadores LITSR / L5.8S que mostrou positividade para 13 (26%) animais, que

foram os mesmos positivos para os primeiros pares de iniciadores.

Os animais que apresentaram positividade para ambos iniciadores tinham em
média 3 anos de idade, sendo 9 (69,3%) fémeas e 4 (30,7%) machos, nenhum
apresentava padréo racial. O grupo experimental ndo apresentava homogenidade
com relagcdo ao sexo e raga, resultando em uma quantidade maior de animais do
sexo feminino e a predomindncia de animais sem padrdo racial. A avaliagao
estatistica pode apresentar viés, uma vez que a populagédo canina atendida no HV-

UFU é composta, em sua grande maioria, por fémeas.

Em inimeros trabalhos cientificos a susceptibilidade genética a leishmaniose
vem sendo apontada, podendo variar entre diversas ragas caninas (SANCHEZ-
ROBERT et al., 2008). Quinnell et al., (2009) ap6s compararem dados de caes
infectados nos continentes europeu e sul-americano, propéem que o fator racial

canino pode estar influenciando na susceptibilidade de determinados animais a
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doenca, além de interferir na resposta terapéutica sugerindo a existéncia de fatores

genéticos raciais que modulam a progressao da doenca.

Ciaramella et al., (1997) identificaram em um estudo com 150 cées infectados
naturalmente na ltalia, que os animais mais acometidos foram os sem raca definida,
cdes de caca e pastor alemao. Entretanto, outros trabalhos ndao encontraram
correlagdo entre o surgimento da leishmaniose visceral e predisposicdo sexual,
etaria ou racial (DE ALMEIDA et al., 2012; FEITOSA et al., 2000; SANTOS et al.,
2010).

Diante dos fatos apresentados acima, deve-se considerar que leishmaniose
visceral canina € uma doenga, na qual os fatores de riscos variam de uma regiao
para outra, sendo necessario também observar o estilo de vida do cdo em particular,
podendo este ser mais exposto aos vetores, favorecendo a infeccao (SANTOS et
al.,, 2010; DANTAS-TORRES, 2009).

No presente estudo, ndo foram observadas diferencas significativas em
relacdo a idade, raca e sexo, o que corrobora com dados de Feitosa et al., (2000) e
Gontijo et al., (2004), ja que nao evidenciaram predisposicao sexual, racial ou etaria

relacionada com a infeccao.

A eficiéncia do método molecular para diagndstico de leishmaniose visceral
canina em animais assintomaticos foi o foco principal deste trabalho, além de ser
considerado um método rapido vem sendo amplamente usado em diagnosticos de
diversas doengas infecciosas, apresentando indices relevantes de sensibilidade e
especificidade. A PCR tem apresentando resultados favoraveis na detecgdo do
DNA de Leishmania e na discriminagcao da espécie do parasito envolvido na infeccao
(GARCIA et al., 2004; CASTILHO et al., 2003).

Monteiro (2014) fez PCR a partir da amplificacdo do DNA alvo para os pares
de iniciadores HSP70 e LITS/L5.8S, utilizando amostras de figado e linfonodos de
58 cées. Destes animais, 81% apresentaram resultado positivo para HSP70 e

LITS/L5.8S, confirmando a presenca do parasito e eficacia dos iniciadores utilizados.

Portella (2018) utilizou o diagndstico molecular para 174 cées residentes de
Itaipu, que deram entrada em uma determinada clinica veterindria por motivos

diversos. As amostras de sangue foram submetidas o Teste Rapido
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Imunocromatografico DPP e a amplificacdo do DNA alvo para os pares de
iniciadores KDNA e LITS. Para o teste DPP 4 amostras foram positivas, para o LITS
apenas 1 amostra foi positiva, 0 KDNA confirmou a positividade das 5 amostras — 4
positivas pelo DPP e 1 pelo LITS. A PCR(LITS) nao apresentou boa sensibilidade,
diferentemente do PCR (kDNA).

Um dos grandes desafios é desenvolver e aplicar métodos que possuam boa
sensibilidade para o diagnostico de leishmanioses, e que permitam a discriminacao
da espécie de Leishmania envolvida na infeccdo. Diversos métodos envolvendo a
PCR tem sido aplicados para estas finalidades, buscando alvos distintos, como
regidbes do kDNA, sequéncias teloméricas, gp63, hsp70, gene ribossémico, entre
outros (VEGA-LOPEZ, 2003). Dentre esses métodos, analise de RFLP do produto
amplificado por PCR tem apresentados resultados promissores em diversos estudos
(GARCIA et al., 2004).

Uma variedade de protocolos para deteccado de Leishmania infantum tem sido
feitos, e 0 método molecular tem apresentado alta sensibiliade e especificidade na
deteccao de infecgdes em animais assintomaticos ou com o exame parasitologico
negativo (ASHFORD et al., 1995; AOUN et al., 2009).

A sensibilidade e especificidade da PCR estdo ligados aos pares de
iniciadores usados na amplificagdo do DNA alvo, ao numero de copias do DNA alvo
a ser amplificado, ao método de extragdo de DNA utilizado, ao tipo de amostra

biolégica a ser analisada e ao protocolo de PCR (SALAM et al., 2010).

Entretanto, ainda ndo ha uma padronizagéo para o diagndstico parasitolégico
molecular das leishmanioses, variando bastante com o grupo de pesquisadores e
laboratérios envolvidos na pesquisa. No Brasil, a partir de uma observagdo das
publicacdes dispondveis no PubMed, a PCR direcionada para amplificacao da regido
conservada do minicirculo do kDNA e gene ribossdmico sdo os métodos mais

utilizados para dignéstico molecular destas patologias (GRACA, 2011).

As reacoes de PCR convencional do presente estudo, foram feitas com
iniciadores destinados para dois alvos diferentes, sendo um voltado para o gene que
codifica a enzima de choque térmico 70kDA e outro para regido espacadora
transcrita interna do gene do RNA ribossomal. Para os dois pares de iniciadores a

sensibilidade e especificidade foram as mesmas, devido aos resultados de
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positividade das amostras para ambos o0s iniciadores, indicando uma provavel

infeccao desses animais pelo parasita.

Os resultados encontrados no presente estudo sugerem uma continua
atencado sobre a importancia dos caes assintomaticos atuando como reservatoério
doméstico da leishmaniose visceral. Neste sentido, € necessario empreender
estudos com abordagens integradas, que contribuam para o planejamento e
estratégias dos programas de controle, além da conscientizacdo dos tutores por
parte dos médicos veterinarios da existéncia de medidas de prevencao do contato
dos caes com os vetores, por meio de barreiras fisicas como telas nos canis e
barreiras quimicas como o uso de repelentes e coleiras antiparasitarias, além da
vacinagao, considerando que o principal meio de transmissdo € pela picada da
fémea do flebotomineo.

8 CONCLUSAO
e Obteve-se 26% de positividade para leishmaniose visceral canina em animais
parentemente sadios;
e Nao houve predisposicao sexual, etaria ou racial relacionadas com a infeccao;
e A sensibilidade e especificidade dos dois pares de iniciadores utilizados na

PCR foram iguais.
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10.2. Anexo 2
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