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RESUMO

O estadiamento clinico pode auxiliar a entender melhor o prognéstico do paciente
e na tomadade deciséo do tratamento de cdes com Leishmaniose Visceral Canina
(LVC). Assim, objetivou-se realizar estadiamento clinico de caes com infeccéo natural
por Leishmania infantum e avaliar os testes soroldégicos com os diferentes estagios
da LVC. Para tanto foram utilizadoscées domiciliados, de ambos os sexos e idades
variadas, com diagndstico positivo para LVC por meio da biopsia de medula 6ssea. O
estadiamento clinico foi realizado pela avaliacdo dos sinais clinicos, alteracfes
hematolégicas e de bioquimica sérica, além da titulacdo de anticorpos. Foram
considerados 5 estagios: Estagio 1 — sem doenca; Estagio 2 — doenca branda; Estagio
3 — doenca moderada; Estagio 4 — doenca grave; e Estagio 5 — doenca muito grave.
Verificou-se que 73,7% (59/80) dos caes apresentavam doenca moderada, 19%
(15/80) doenca branda, 6% (5/80) estavam no estagio de doenca grave e 1,3% (1/80)
com doenca muito grave. O nivel de anticorpos apresentou diferenca significativa
entre estes estagios (p<0,05), mas nao foi determinante para a classificacdo dos
animais nas diferentes fases da doenca. Entretanto, animais com niveis elevados de
Proteina Total (>12g/dL) e azotemia foram enquadrados nosestagios mais graves da
doenca, independente dos sinais clinicos e do perfil de anticorpos apresentado.
Correlacionando o nivel de anticorpos avaliados por diferentes técnicas sorolégicas,
RIFI e ELISA, com os sinais clinicos, apenas na RIFI foi identificada diferenca
estatistica entreos estagios, porém o estagio 3 foi 0 que apresentou maior mediana de
titulacdo. Conclui-se que € possivel realizar o estadiamento clinico de caes
naturalmente infectados por L. infantum a partirde um conjunto de dados, incluindo
sinais clinicos, andlises clinico-patoldgicas e testes sorologicos, enquadrando-os em
estagios com diferentes niveis de gravidade.

Palavras-chave: Classificacdo clinica; Diagnostico; Leishmania infantum, Medicina

Canina



ABSTRACT

Clinical staging can help to better understand the patient's prognosis and decision
making in the treatment of dogs with Canine Visceral Leishmaniasis (CVL). Thus, the
objective was to perform clinical staging of dogs with natural infection by Leishmania
infantum and compare the profile of serological tests with the different stages of CVL.
For that, domiciled dogs of both sexes and different ages were used, with a positive
diagnosis for CVL through bone marrow biopsy. Clinical staging was performed by
evaluating clinical signs, hematological and serum biochemical changes in addition to
antibody titration. There were five stages considered: Stage 1 (no disease), Stage 2 (mild
disease), Stage 3 (moderate disease), Stage 4 (severe disease), and Stage 5 (extremely
severe disease). It was found that 73.7% (59/80) of the dogs had moderate disease,
19% (15/80) had mild disease, 6% (5/80) were in the stage of severe disease, and 1.3%
(1/80) were in the stage of severe disease. 80) with a very serious illness. The level of
antibodies showed a significant difference between these stages (p<0.05), but it was not
a determinant for the classification of animals in the different stages of the disease.
However, animals with high levels of Total Protein (>12g/dL) and azotemia were
classified in the most severe stages of the disease, regardless of clinical signs and
antibody profile. In correlating the levels of antibodies evaluated by different serological
techniques, IFAT and ELISA, with the clinical signs, only in the IFAT was a statistical
difference between the stages identified, but stage 3 was the one with the highest
median titration. It is concluded that it is possible to perform the clinical staging of dogs
naturally infected with L. infantum from a set of data, including clinical signs, clinical-
pathological analyses, and serological tests, placing them in stages with different levels
of severity. However, the lack of uniformity in serology makes its application in staging
difficult.

Keywords: Clinical classification; Diagnosis; Leishmania infantum, Canine Medicine.
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1. INTRODUGAO

A Leishmaniose Visceral (LV) € causada pelo protozoario do género Leishmania,
gue tem predilecdo por érgaos hemolinfaticos, como o baco, linfonodos, medula 6ssea,
além das e no céo regides dérmicas nos cdes (GREENE, 2015). Caso nao tratada
pode ser fatal para o hospedeiro (SCOPEL;DARONCO, 2021).

De distribuicdo mundial, a LV constitui-se em uma importante antropozoonose
mantida na natureza entre os animais reservatorios silvestres e urbanos, insetos
vetores e pacientes humanos (MEGID et al., 2018). Sabe-se 90% dos casos
encontram-se registrados em Bangladesh, Nepal, Sud&o, india e Brasil (LUCENA et
al., 2020), sendo incluida na lista de doencas negligenciadas da Organizacao Mundial
de Saude e de notificacdo obrigatéria no nosso pais (BRASIL, 2020).

A infeccdo no Brasil é causada pela Leishmania infantum, protozoario
transmitido por flebotomineos, principalmente, da espécie Lutzomyia longipalpis
(MARCONDES; ROSSI, 2013). Porém, outras espécies (RANGEL; LAINSON, 2003)
como Lu. cruzi (OLIVEIRA, 2015)e Lu. evansi (ZULUETA et al., 1999; TRAVI et al.,
1990) tém sido incriminadas na transmissao. Por outro lado, o cdo € considerado o
principal reservatorio urbano do protozoario (SANTA CATARINA, 2018).

Nestes animais, a Leishmaniose Visceral Canina (LVC) é considerada uma doenca
imunomediada (GARCIA- ALONSO et al., 1996; LARANJEIRA, 2008) e pode
desenvolver-se de forma clinica ou s ubclinica, sendo geralmente de evolucéo lenta
e cronica (BRASIL, 2020). A alta producdo de anticorpos na infec¢do, induz a
formacdo de imunocomplexos, que podem ser depositados em diversos 6rgaos,
causando dermatopatias, oftalmopatias, vasculites, artrites, glomerulonefrites
(LARANJEIRA, 2008), que influenciam no aparecimento dos sinais clinicos
(SOLANO-GALLEGO et al., 2011). AlteracBes hematologicas e bioguimicas também
ocorremna LVC, como anemia, trombocitopenia, aumento de proteina total e azotemia
(CUNHA, 2019). Atualmente, caso apenas o0s sinais clinicos sejam considerados
para o diagnostico, havera umaanalise limitada, tendo em vista que alguns animais
podem ndo apresentar sinais clinicos evidentes, mesmo com lesdes teciduais e
alteracées laboratoriais ou altos niveis de anticorpos presentes (MELENDEZ-LAZO et
al., 2018).
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Desta forma, a avaliacdo dos niveis séricos de anticorpos, alteracdes clinico-
patoldgicas e dossinais clinicos sdo fundamentais para andlise da condicao de saude
do animal, o que auxiliara na classificacdo os cdes em diferentes estagios da
doenca. Essa determinacdo do escore da doenca é também chamado de
estadiamento e é essencial para determinar o progndstico e o tratamento da LVC
(LEISH VET, 2018; BRASILEISH, 2019).

O primeiro sistema de estadiamento para LVC foi proposto pelo grupo europeu
Leish Vet, apresentando quatro estagios da doenca. Contudo, para a regido do Brasil
o sistema foi adaptado pelo grupo Brasileish, definindo cinco estagios, desde animais
sem doenca clinica a animais com doencas muito grave (LEISH VET, 2018;
BRASILEISH, 2019).

Desta forma, entende-se que a classificacdo simploria dos animais como
assintomaticos, oligossintomaticos e sintomaticos pode nao permitir um progndstico e
uma terapéutica adequada da LVC, sendo necessaria uma andlise mais especifica e
arealizacdo de um estadiamento em niveis de gravidade da doenca. Podendo assim,

determinar o manejo adequadodo paciente.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Leishmaniose Visceral Canina (LVC)

O primeiro relato da infecgdo por parasitos do género Leishmania em caes
ocorreu em 1908, na Tunisia. Desde entdo, estes animais passaram a participar
ativamente no ciclo epidemiologico da doenca (SILVA, 2007), sendo hoje o principal
reservatorio do parasito em areas urbanas noBrasil (LUCENA;MEDEIROS, 2018;
SANTA CATARINA, 2018).

A LVC é uma doenca imunomediada, devido a capacidade do protozoario de
induzir intensa resposta do sistema imune do hospedeiro (LARANJEIRA, 2008).

O aparecimento da doenca pode ocorrer entre trés meses ou em Varios anos pos-
infeccdo, com média de trés a sete meses nos cdes. Na verdade, o periodo de
incubacéo esta diretamente relacionado a suscetibilidade do hospedeiro (ROCHA et al.,
2018; BRASIL, 2020).

2.1.1 Agente etioldgico

O agente etiolégico da LVC sdo protozoarios pertencentes ao género
Leishmania. No Brasil, a espécie Leishmania (Leishmania) infantum é responsavel
pela ocorréncia da doenca (TANUREet al., 2015; SILVA et al., 2019). A classificacao

taxon6mica do parasito encontra-se no Quadrol:

L. infantum apresenta ciclo heter6xeno (Figura 1) com duas formas bioldgicas: a)
forma promastigota, a qual esta livre no trato digestivo do inseto vetor; b) forma
amastigota, parasito intracelular obrigatorio, presente em células do sistema fagocitario

mononuclear do hospedeiro vertebrado (MARTINS, 2019).



Quadro 1 — Classificacdo taxonémica de Leishmania infantum.

Reino:
Sub-reino:
Filo:
Sub-filo:
Classe:
Ordem:
Familia:
Seccao:
Género:

Sub-género:

Espécie:
Fonte: CHISHA, 2019.

Protista

Protoza
Sarcomastigophora
Mastiophora
Zoomastigophora
Kinetoplastida
Trypanosomatidae
Salivaria
Leishmania
Leishmania

Leishmania infantum
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Figura 1 - Ciclo heteroxeno da Leishmania. A — Forma promastigota e B — Forma
amastigota (Fonte: Atla de Parasitologia - UFMG, 2019).

2.1.2. Vetores

A transmissdo da L. infantum ocorre primariamente pela acdo de insetos

pertencentes a Ordem Diptera, Familia Psychodidae, denominados flebotomineos.
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Embora existam mais de 800 espécies descritas ao redor do mundo, no Brasil, a
espécie Lu. longipalpis (Figura 2) é a mais importante de um ponto de vista
epidemioldgico, seguida da espécie Lu. cruzi, que ja foi incriminada como vetor na
regido centro-oeste do pais (TANURE et al., 2015; ROCHA et al.,2018; SILVA et al.,
2019).

Lu. longipalpis sao alados, cobertos por cerdas, apresentam coloracao castanho
claro e realizam voos curtos. Popularmente sdo conhecidos como mosquito palha,
birigui ou tatuira, a dependerda regido do pais (FERNANDES, 2016). As fémeas séo
hematofagas e inoculamformas promatigotas de Leishmania sp. durante o repasto no
hospedeiro vertebrado (ANDRADE-et al., 2005).

2.1.3 Hospedeiros

L. infantum pode infectar naturalmente mamiferos das ordens: Edentata,
Carnivora, Hyracoidea, Rodentia, Primatas, Marsupialia e Perissodactyla (DANTAS-
TORRES, 2007).

E importante destacar que alguns animais sdo considerados reservatorios
primarios, ou seja, individuos que favorecem a manutencdo e disseminacdo do
protozoario. Neste grupo incluimos mamiferos silvestres, como roedores e canideos
(DANTAS-TORRES, 2007). Porém, com o processo de urbanizacdo desordenada,
animais domésticos e sinantropicos assumiram importante papel como reservatorios do
patogeno (SCHIMMING, 2012; SILVA et al., 2019).

No Brasil, o cdo doméstico vem sendo incriminado como principal reservatério
da L. infantumno ambiente urbano. Em areas endémicas a prevaléncia de céaes
infectados por este protozoario é alta, com grande namero de animais assintomaticos
(LIMA, 2017). Uma importante caracteristica que torna esses animais essenciais na
cadeia epidemiolégica da LV € o intenso parasitismo cutaneo, servindo como fonte de
infeccdo para flebotomineos vetores (DANTAS- TORRES, 2007).
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2.1.4 Ciclo bioldgico e transmisséo da L. infantum

Fémeas de flebotomineos se infectam com a forma amastigota presente nos
macréfagos que sdo ingeridos durante o repasto sanguineo em animais infectados
(THAKUR;KAUR, 2020). No intestino do inseto, ocorre o rompimento dos macréfagos
liberando as amastigotas que se multiplicam e se diferenciam rapidamente na forma
flagelada, promastigota (FONSECA- JUNIOR et al., 2021). As formas promastigotas
transformam-se em paramastigotas as quais colonizam o esofago e a faringe do vetor,
permanecendo aderida ao epitélio pelo flagelo, posteriormente, diferenciam-se em
promastigotas metaciclicas, que € a forma infectante. O ciclodo parasito no inseto se
completa em aproximadamente 72 hora (BRASIL, 2014).

As formas promastigotas metaciclicas sao inoculadas na derme do hospedeiro
vertebrado (Figura2 mediante a picada do vetor (GHARBI et al., 2015). No tecido
epitelial, esta forma flagelada é fagocitada por células do sistema monofagocitario, nas
quais iniciam o processo de diferenciacdo celular, tornando-se a forma imadvel,
denominada amastigota, que se reproduz intensamente, por biparticdo, levando a
ruptura do macrofago e infectando novas células fagociticas (SILVA et al., 2017).
Leishmania pode se disseminar via corrente sanguinea, apés sua multiplicacdo no
tecido epitelial, e estabelecer infeccdo em érgaos como linfonodos, baco, figado e
medula 6ssea (BRASIL, 2014).

'0 —-—
\s {12
i | e
Figura 2 - 1. Ciclo de transmissdo da Leishmaniose Visceral Canina: la — Promastigota; 1b —Amastigota;

1c — Disseminagdo parasitaria dentro do macréfago. (Fonte: LeishVet, 2018).
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2.1.5 Imunopatogenia

A infeccdo por L. infantum induz a producédo de linfécitos Th2 e citocinas, que
estimulam uma resposta policlonal de células B (Figura 4) gerando altos niveis de
anticorpo anti-Leishmania (BANETH et al., 2008; SCHIMMING, 2012). Esta
hiperglobulinemia, além de ineficaz, € responsavel presenca deposicdo de
imunocomplexos em diferentes locais do organismo canino (LARANJEIRA, 2008).

A maioria dos cées desenvolve esta resposta imune, caracterizada pela producao
de IL-4 e IL-10, além de citocinas imunossupressoras que inibem a destruicdo das
Leishmania pelo macréfago permitindo a disseminagdo da forma amastigota do
protozoario (LARANJEIRA, 2008).

Em contrapartida, uma resposta efetiva contra o parasito baseia-se na
diferenciacéo dos linfécitosT em células Thl. Estas células influenciam a producéo de
citocinas como IL-2, IFN-y e TNF-a, que dentre diversas acdes promovem a ativacao
dos macroéfagos, estimulando a lise do parasito (Figura 4). Esta resposta imune mediada
por células é considerada protetiva, devido a atividade anti-Leishmania dos macréfagos,
sendo observada a infeccao subclinica (BANETH et al., 2008). Animais com doenca
clinica grave demonstram um alto nivel de anticorpos e falha na producdode IFN-y
(PENNISI, 2020). Assim, considera-se que cdes com resposta exacerbada de Th2, sdo
sintomaticos, enquanto animais com resposta predominantemente Thl, tendem a ser
assintomaticos (SILVA, 2007; SOLANO-GALLEGO et al., 2009).

Infiltrac&o linfoplasmocitaria tem sido observada em varios 6rgdos como pele,
baco, figado e rins (TAFURI et al., 1996), bem como a deposi¢cao de imunocomplexos,
causando lesdes nas articulagdes, vasos sanguineos, olhos ou rins (BRITO et al., 2010;
ABBIATI et al., 2019).

A deposicdo destes imunocomplexos e a subsequente ativacdo do sistema
complemento tém sido associada a sinais clinicos como artrite, dermatite e
glomerulonefrite (LARANJEIRA, 2008).Sabe-se, também, que a alta proliferacdo de
linfécitos B, plasmaocitos e histiocitos resultam em linfadenomegalia e esplenomegalia
(SCHIMMING, 2012).
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A inflamacéo intraocular pode resultar da presenca intensa de leucécitos e formas
amastigota de Leishmania sp., contudo a resposta imunomediada, desencadeada por
antigenos de Leishmania e depésitos de imunoglobulinas especificas e ndo especificas,
também pode estar envolvida. Observa-se infiltrado linfoplasmocitario na retina, na
coroide, na iris, no corpo ciliar, na tanica fibrosa e com maior intensidade na terceira
palpebra (BRITO et al., 2010).

As lesdes cutaneas geralmente consistem em uma reacdo inflamatoria
granulomatosa difusa com numero variavel de células plasmaticas e parasitos na
derme. O infiltrado inflamatério pode ter predominancia de macrofagos, com linfocitos e
plasmacitos dispersos (DOS-SANTOS et al.,2004). Na dermatite alopécica, a presenca
de células de Langerhans e de queratinécitos esta associada a infiltrado discreto de
células T e um numero significante de parasitos, que também estdo presentes nas
lesGes nodulares, junto a um infiltrado significativo de macrofagos (TAFURI, 1996;
XAVIER, 2006).

Na avaliacao renal de caes naturalmente infectados com L. infantum verificaram
lesBes glomerulares, intersticiais e tubulares, geralmente provenientes da deposicao
de imunocomplexos (KRAUSPENHAR, 2007).

Figura 4 - Esquematizacéo das respostas celular e humoral frente a infeccéo
por L. infantum (BANETH etal., 2008).

2.1.6 Manifestacdo Clinica

A LVC manifesta-se de diferentes formas, como a evolucéo lenta e cronica, que
caracteriza o elevado numero de animais assintomaticos (TAFURI, 1996). Contudo,
alguns cédes podem apresentar uma evolucdo aguda e doenca grave, resultando em
morte (BRASIL, 2020).

O fator genético é considerado o mais relevante na modulacdo da
suscetibilidade ou da resisténcia do cédo a L. infantum (BANETH et al., 2008). No
entanto, o estado nutricional, coinfeccdes, exposi¢des prévias e vacinacdo podem
influenciar esta resposta imune (THAKUR;KAUR, 2020).

Dermatites esfoliativa, ulcerativa, nodular, papular ou pustular, com ou sem
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alopecia e onicogrifose, podem estar presentes em pacientes positivos para L. infantum
(TAFURI, 1996; XAVIER, 2006).

Blefarite, conjuntivite, ceratoconjuntivite e endolftalmite sdo alguns achados
oftalmicos registrados na LVC (LEISH VET, 2018). Observa-se ainda uveite em animais
com formas amastigotas de Leishmania sp. detectadas no corpo ciliar e na iris, gerando
congestédo vascular, edema e a perivasculite (BRITO et al., 2010).

Nos orgéaos linfoides, observa-se grandes alteracbes em suas estruturas e,
consequentemente, suas funcdes. Na medula 6ssea pode ocorrer hipertrofia e
hiperplasia das células, contudo é mais comum a hipoplasia ou aplasia medular,
resultando especialmente em anemia e trombocitopenia. A proliferacao
linfoplasmohistiocitaria nos linfonodos pode resultar em linfoadenomegalia localou
generalizada. Os linfonodos podem conter lesGes nas regides corticais e medulares com
amastigotas dentro de macréfagos (SILVA, 2007).

A insuficiéncia renal pode estar presente em caes sem sinais clinicos sistémicos
sendo a principal causa de morte destes animais (COSTA et al., 2000;
KRAUSPENHAR, 2007).

Claudicacdes podem estar presentes devido a lesdes osteolitica e
osteoproliferativas de diafise Osseas, causando poliartrite erosiva ou nao erosiva,
osteomielite, ou ainda por atrofia muscular, polimiosite (SOLANO-GALLEGO, 2011).
Diferentes mecanismos podem estar associados a atrofia muscular, como resposta
imune celular e humoral, além de lesdes diretas pela presenca do parasito nos musculos
(GOMES et al., 2012).

Além dos sinais classicos da LVC, o sistema nervoso pode ser acometido com
sinais de letargia, convulsdes, mioclonias, nistagmo, tremores, paralisia de mandibula,
andar em circulos, tetraparesia e rigidez cervical podem estar presentes. Esses sinais
estdo associados a inflamagédo meningial crénica (CIARAMELLA et al., 1997).

Outros sinais observados sédo epistaxe e hemorragias, advindo da
trombocitopenia e

hiperglobulinemia que interfere na formacéo da malha de fibrina. Além de miosite

atréfica dos musculos mastigadores e vasculite sistémica por imunocomplexos
(KRAUSPENHAR, 2007).
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2.1.7 AlteracBes hematoldgicas e bioquimicas

Sabe-se que as manifestacbes clinicas da LVC sdo acompanhadas por
alteracdes hematologicas como anemia, leucocitose ou leucopenia, trombocitopenia,
bem como bioquimicas, com aumento de proteinas totais e azotemia (CUNHA, 2019).

A génese das alteracfes nas células vermelhas e brancas do sangue pode estar
relacionada a desordens da medula 6ssea, como displasia ou aplasia, devido ao
parasitismo no érgao (NICOLATO et al., 2013).

Entretanto, outros fatores podem afetar a contagem sérica destas células
(CUNHA, 2019). Aanemia, um dos principais achados, pode ocorrer pelos seguintes
fatores: a) reducéo da eritropoiese, por diminuicdo na producao de eritropoietina nos
rins devido a deposicao de imunocomplexos; b) perdas sanguineas, por distdrbios da
coagulacdo; c¢) hemdlise, promovida por auto-anticorpo e deposicdo de
imunocomplexos; d) reducdo no tempo de vida dos eritrocitos; e) alteracdo no
metabolismo do ferro por deficiéncia na producéo de ferritina (SILVA et al., 2011; BRAZ
et al., 2015).

Em relacdo a série branca, divergéncias pela ocorréncia de leucocitose e
leucopenia tém sido descritas (CUNHA, 2019). Pode haver displasia na producéo de
leucécitos e linfécitos pela medula 6ssea, entretanto estas células se deslocam para
os tecidos parasitados, reduzindo sua contagem no sangue (NICOLATO et al., 2013).

A trombocitopenia € outra alteracdo importante nos animais infectados com L.
infantum, acredita-se que sua ocorréncia € proveniente da vasculite por depdsito de
imunocomplexos, alémde distarbios de trombocitopoiese e aumento da destruicdo
plaguetaria com presenca de imunoglobolinas anti-plaquetas (BRAZ et al., 2015).

Por outro lado, as mudancas no perfil bioquimico estéo relacionadas a resposta
imune humoral policlonal, com alta producdo de imunoglobulinas (IgE e IgG) e,
consequentemente, hiperproteinemia, caracterizada por hipergamaglobulinemia. A
hipoalbuminemia também é verificado em cé&es com LV, atribui-se essa redugdo a
menor producado desta proteina pelo figado devido a lesdo hepética cronica, bem como
a perda de albumina pela urina em decorréncia dalesdo renal (SILVA et al., 2011).

Esta lesdo renal também causa niveis elevados de ureia e creatinina,
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especialmente em quadros mais avancados da doenca (CIARAMELLA et al., 1997). A
creatinina € o biomarcador mais especifico, tendo em vista que esta relacionado
diretamente a eficiéncia da filtragcdo glomerular (CUNHA, 2019).

LesOes hepéticas sdo avaliadas pela determinacdo da atividade das enzimas
aspartato aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase (ALT), sendo esta Ultima
hepato-especifica, elevacdo em seu nivel sérico € caracteristico de degeneracéo ou
necrose hepatocelular (CUNHA, 2019).

Contudo, esses parametros por si s6 sdo pouco eficientes para o diagnéstico,
sendo utilizadocomo biomarcadores para o estadiamento e a avaliacdo da progressao
clinica da doenca (NICOLATO et al., 2013). Nestes casos, a avaliacdo deve ser feita a
cada quatro meses (SOLANO-GALLEGO et al., 2009).

2.1.8 Diagnéstico

O diagnéstico da LVC é complexo devido ao amplo espectro de
manifestacdes clinicas, bemcomo a auséncia deles em alguns animais. Isto torna

o diagnéstico clinico improvavel, sendo

considerado apenas uma motivacao para a pesquisa laboratorial e confirmacéao
da infeccdo (BRASILEISH, 2019).

De modo geral, o diagnéstico laboratorial pode ser realizado por métodos
parasitologicos, sorolégicos e/ou moleculares, sendo muitas vezes necessaria a

combinacéo deles para a confirmacéo da infeccdo (MAIA;CAMPINO, 2008).

2.1.8.1 Diagnéstico parasitolégico

O diagnéstico parasitolégico consiste em técnicas que buscam a presenca de
formas amastigotasde L. infantum em diferentes amostras bioldgicas como citologia
esfoliativa da pele, aspirados de linfonodos e medula 6ssea (SOLANO-GALLEGO et al.,
2009). S&o testes pouco onerosos, rapidos e considerados “Padrédo Ouro” para o
diagnéstico definitivo da LVC (NASCIMENTO, 2019).

Embora muito especifico, os testes parasitoldgicos, apresentam sensibilidade
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limitada variandode 60 a 70%, na verdade, 0 sucesso deste tipo de diagndstico é
dependente do tipo de amostra biologica e grau de parasitemia apresentada pelo animal
(FERNANDES, 2016).

O parasito também pode ser observado em cortes histologicos dos diferentes
tecidos infectados, mas a técnica apresenta pouca sensibilidade, aproximadamente
40%. L. infantum € um parasito intracelular obrigatorio, presente no interior de
macréfagos, desta forma analise por imuno- histoquimica € mais viavel e apresenta
sensibilidade de até 62% (MAIA;CAMPINO, 2008).

2.1.8.2 Diagndstico sorolégico

Os testes sorolégicos sdo considerados seguros devido a grande quantidade
imunoglobulinas presente no paciente infectado que estdo associados ao alto
parasitismo da doenca (SOLANO- GALLEGO et al., 2011).

Um alto nivel de anticorpo é conclusivo para o diagndéstico, em contra partida,
a presenca debaixo nivel de anticorpo ndo é necessariamente indicativo da néo
existéncia da doenca, analises mais profundas devem ser realizadas para confirmacao
do diagnadstico ou exclusdo da doenca clinica, tendo em vista que em alguns caes ocorre
um longo periodo de incubacdo e estes permanecem sorologicamente negativos, por
extenso periodo a partir do inicio da infeccdo (SOLANO-GALLEGO et al., 2009)

Algumas técnicas soroldgicas sdo recomendadas oficialmente pelo Programa de
Controle da Leishmaniose Visceral (LV), instituido pelo Ministério da Saude - MS
(BRASIL, 2020). Os testes imunocromatografico séo utilizados pelo MS como teste de
triagem para o diagnéstico canino, enquanto a prova de ELISA é considerada
confirmatdrio pela legislacdo brasileira (BRASIL, 2020).

O teste rapido ou imunocromatografico “Dual Path Platform” (DPP®) apresenta
tecnologia de imunoensaio cromatografico para a deteccdo de anticorpo anti-
Leishmania (FERNANDES, 2016). Este teste fornecer resultado em cerca de 15
minutos, € de facil execucdo e baixo custo. Possui tecnologia de alta sensibilidade, a
qual agrega precisdo ao diagnéstico da LVC em sangue, soro ou plasma, sem relato
de reacdo cruzada com outros tripanossomatideos (FERNANDES,2016; SOLANO,
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2019).

O teste de ELISA tradicional é utilizado em Unica diluicdo de 1:100, mas avalia a
reacdo a partir de sua absorbéancia ou densidade o&tica. Seu ponto de corte €
estabelecido para cada examee o resultado reagente é estabelecido quando leitura da
absorbancia supera o valor do ponto de corte. Elevada densidade 6tica, ou seja, niveis
altos de anticorpos (trés a quatro vezes acima do ponto de corte) sdo conclusivos para
o diagnéstico (FERNANDES, 2016; BRASIL, 2020).

Outra técnica sorologica largamente utilizada no diagnostico € a Reacgdo de

Imunofluorescéncia

Indireta (RIFI), que se caracteriza pela adicdo de um marcador fluorescente a
um anticorpo paraa identificagédo de outro anticorpo. E considerada rapida, facil e com
alta especificidade (THAKUR;KAUR, 2020). Geralmente utiliza como antigenos formas
promastigotas, tornando a técnica mais especifica e sensivel para a deteccao de L.
infantum. O ponto de corte entre amostras negativas e positivas pode variar de 1:40
a 1:160, dependendo do laboratério utilizado (SOLANO-GALLEGO et al., 2009). A RIFI
pode ser utilizado ndo apenas para o diagnéstico,mas também no acompanhamento
do tratamento (BRASIL, 2020).

De um modo geral, estas técnicas sorologicas apresentam alta sensibilidade,
mas especificidade limitada. A sensibilidade de um teste é dada pela percentagem de
positivos detectados pelo teste entre os individuos verdadeiramente positivos.
Enquanto, a especificidade representa a percentagem de negativos, entre os individuos
ndo doentes. Uma outra analise que pode serrealizada é o valor preditivo de um teste,
o valor preditivo positivo (VPP) refere-se a probabilidade de o individuo ter a doenca
se for positivo, enquanto o valor preditivo negativo representa a probabilidade de néo
ter a doenca quando resultado for negativo (LIRA, 2005).

Na literatura, observa-se uma variacdo entre 66 e 95% no VPP destes testes
sorologicos no diagnostico da LVC, enquanto o VPN variou entre 63 e 97%. A RIFI foi
o teste com melhor desempenho na analise do valor preditivo (LIRA, 2005; SILVA et al.,
2016).

Em testes soroldgicos, deve-se considerar a possibilidade de reacdes cruzadas

com outras espécies de Leishmania, Trypanossoma cruzi, T. caninum, Toxoplasma
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gondi, Neospora sp., Babesia canis vogeli e Erlichia canis (FERNANDES, 2016). Além
disso, animais recém- infectados ainda ndo tém anticorpos circulantes detectaveis e
animais com idade inferior a trés meses podem ser falso-positivos, devido a presenca
de anticorpos maternos (SOLANO- GALLEGO et al., 2011).

2.1.8.3 Diagndstico molecular

A Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) permite identificar e ampliar
seletivamente sequencias de Acido Desoxirribonucleico (DNA) do parasito, podendo
utilizar diversos tecidos como medula éssea, biopsias cutaneas, aspirado de linfonodos,
suabe de conjuntiva ocular esangue (BRASIL, 2020).

Esta técnica possibilita quantificar a carga parasitaria e quando realizado da pele,
indica a possibilidade de transmissdo ao vetor. Entretanto, ndo revela o status
imunolbégico e nem a doencga, apenas a infec¢cdo (SOLANO-GALLEGO et al., 2011).

Apesar de ser considerado uma técnica segura, resultados negativos nao
descartam a possibilidade de infeccéo, levando-se em consideragcédo que a duracéo, a
constancia e a intensidade da parasitemia no hospedeiro influenciam o resultado falso-
negativo, em especial em cdes assintomaticos. A eficacia da técnica também depende
de diversos fatores, como primers utilizados, método de extragdo e replicacdo do DNA,
material biolégico e protocolo de PCR escolhido (MAIA; CAMPINO, 2008).

2.2.9 Estadiamento Clinico

Atualmente, na rotina a classificacdo do paciente considera apenas 0s sinais
clinicos identificados no exame fisico, assim classifica-se em assintomatico e
sintomatico (SILVA, 2007; QUEIROZ, 2010; BRASIL, 2014; SANTA CATARINA, 2018).
Esta forma de avaliar pode ser limitada por n&o considerar alteracdes clinico-
patolégicas (MELENDEZ-LAZO et al., 2018).

Estadiar a doenca em diferentes graus, segundo nivel de anticorpos, carga
parasitaria, manifestacdes clinicas e alteracdes laboratoriais representa uma analise
mais fidedigna dos pacientes com LVC (SOLANO-GALLEGO et al., 2011; BRASILEISH,
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2019).

Exames laboratoriais, como hemograma e bioquimica sérica, com determinagéo
de funcd@o renal, proteinas totais e mensuracbes de suas fracbes albumina e
globulinas, auxiliam no estadiamentoe na tomada de decisdo do médico veterinario
para conducao terapéutica (BRASIL, 2020).

Estes parametros, também, devem ser avaliados ao longo do tratamento. A
reducdo dos niveis de anticorpos e a carga parasitaria sdo dados importantes e
sugestivos de bom progndstico, enquantoo aumento desses parametros € sugestivo de
recaida clinica (BRASIL, 2020).

A reacdo de RIFI € um método usual para determinar estes niveis de anticorpos
e consequentemente auxiliar na anélise do escore da infecgdo por Leishmania sp.,
guando associado aos sinais clinicos e as alteracdes clinico-patolégicas apresentadas
(BRASILEISH, 2019)

O grupo europeu Leish Vet propés um sistema de quatro estagios clinicos,
baseados nos sinais clinicos, alteracdes clinico-patolégicas e titulacdo de anticorpos.
Essa classificacdo permite adaptar diferentes protocolos de tratamento e sugerir 0
prognéstico do paciente (SOLANO-GALLEGO et al., 2018).

No Brasil, o protocolo da Leish Vet (2018) foi adaptado. Neste sistema, foram
propostos cinco estagios clinicos, desde o estagio sem doenca ao de doenca muito
grave (BRASILEISH, 2019). Atualmente tem sido utilizado na determinacdo do
progndstico e dos protocolos terapéuticos no pais (BRASIL, 2020).

O estadiamento clinico torna-se fundamental para animais com LVC, ndo apenas
para a pratica clinica e o progndstico, mas também para pesquisa cientifica. Estudos
terapéuticos ou de eficacia de vacina podem se beneficiar com a classificacdo da
doenca em niveis, facilitando comparacdoentre resultados de estudos (MELENDEZ-
LAZO et al., 2018).
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

Realizar o estadiamento clinico e verificar a contribui¢cdo das provas sorolégicas de
Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) e Ensaio Imunoenzimético (Enzyme-
Linked Immunosorbent Assay - ELISA) para esta classificagdo, em cées naturalmente

infectados com Leishmania infantum.

4.2 Objetivos especificos

- Identificar os principais sinais clinicos em cées naturalmente infectados por L.
infantum;

- Relacionar a titulacdo de anticorpo anti-Leishmania infantum com os sinais

clinicos em cdescom LVC.

- Registrar as alteracdes clinico-patologicas em cdes com LVC;

- Correlacionar os titulos de anticorpos aos achados laboratoriais em animais
positivos para

LVC;

- Classificar animais naturalmente infectados por L. infantum nos diferentes

estagios da doencaleishmaniose Visceral Canina.

- Comparar a titulacdo de anticorpo anti-Leishmania infantum avaliada pelas

provas de RIFI eELISA em cdes com e sem lesdes por imunocomplexos;

- Verificar a interferéncia da titulacdo de anticorpo nos estagios clinicos da LVC.
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ESTADIAMENTO CLINICO DA LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA
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RESUMO: Obijetivou-se realizar o estadiamento clinico de caes com infec¢ao natural
por Leishmania infantum. Para tanto foram utilizados 80 cédes domiciliados, de
ambos os sexos eidade variada, naturalmente infectados por Leishmania infantum e
diagnosticados através da biopsia de medula 6ssea. O estadiamento foi realizado pela
avaliacdo dos sinais clinicos, alteracées hematoldgicas e bioquimica sérica, além da
titulacdo de anticorpos. Foram considerados 5 estagios: Estagio 1 — sem doenca;
Estagio 2 — doenca branda; Estagio 3 — doenca moderada; Estagio 4 — doenca grave;
e Estagio 5 — doenca muito grave. Verificou-se que 74% (59/80) dos caes
apresentavam doenca moderada, 19% (15/80) doenca branda, 6% (5/80)
estavam no estagio de doenca grave e 1,3% (1/80) com doenca muito grave. O nivel
de anticorpos apresentou diferenca significativa entre estes estagios (p<0,05), mas nao
foi determinante para a classificacdo dos animais nas diferentes fases da doenca.
Enguanto, animais com niveis elevados de Proteina Total (>12g/dL) e azotemia foram
enquadrados nos estagios mais graves da doenca, independente do perfil de
anticorpos apresentado. Conclui-se que € possivel realizar o estadiamento clinico de
cades naturalmente infectados por L. infantum a partir de um conjunto de dados,
incluindo sinais clinicos, andlises clinico-patolégicas e testes soroldgicos,
enquadrando-os em estagios com diferentes niveis de gravidade.

Palavras-chave: Classificacdo clinica; Diagnéstico; Leishmania infantum, Medicina

Canina.

ABSTRACT: The objective was to perform the clinical staging of dogs with natural
infection by Leishmania infantum. For this purpose, 80 domiciled dogs of both sexes
and different ages were used, naturally infected by Leishmania infantum and diagnosed
through bone marrow biopsy. Staging was performed by evaluating clinical signs,
hematological changes, and serumbiochemistry, in addition to antibody titration. There
were five stages considered: Stage 1 (no disease), Stage 2 (mild illness), Stage 3
(moderate disease), Stage 4 (severe illness), and Stage 5 (extremely severe disease).
Considering all the data, it was found that 74% (59/80) of the dogshad moderate
disease, 19% (15/80) had mild disease, 6% (5/80) were in the stage of severe
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disease, and 1.3% (1/80) had very severe disease. The level of antibodies showed a
significant difference between these stages (p<0.05), but it was not a determinant for
the classification of animals in the different stages of the disease. Meanwhile, animals
with high levels of TotalProtein (>12g/dL) and azotemia were classified in the most
severe stages of the disease, regardless of the antibody profile presented. It is
concluded that it is possible to perform theclinical staging of dogs naturally infected
with L. infantum from a set of data, including clinical signs, clinical-pathological
analyses, and serological tests, placing them in stages with different levels of severity.

Keywords: Clinical classification; Diagnosis; Leishmania infantum, Canine Medicine.

1.INTRODUCAO

A Leishmaniose Visceral Canina (LVC) € uma doenca parasitaria
imunomediada causada pelalLeishmania infantum, cuja transmissdo tem sido
realizada pelo flebotomineos da espécielLutzomyia longipalpis (TANURE et al., 2015;
ROCHA et al., 2018) e no Brasil, o cdo domésticotem sido considerado o principal
reservatorio do parasito em areas urbanas (SILVA et al., 2019).

Os animais podem sofrer uma producao exarcerbada de anticorpos que ligam-se
aos antigenos formando complexos antigenos-anticorpos. Estes complexos imunes se
depositam nos tecidos e induzem a ativagdo do sistema complemento, causando
inflamacédo localizada e lesdes nos tecidos (lesGes por imunocomplexos). Devido a
esta caracteristica a LVC pode apresentar sinais clinicos variados (LARANJEIRA,
2008; ABBIATI et al., 2019).

Animais com LVC pode apresentar dermatopatias, como onicogrifose, alopecia e
dermatitesulcerativas, lesbes oftalmicas, lesdes articulares ou musculares, lesbes
renais, linfonodopatias elesées na medula 6ssea, que podem acarretar alteracao
do mielograma com consequentemodificagcdo na série vermelha e branca do sangue
(BRITO et al., 2010;SOLANO-GALLEGO et al., 2011).

Estas lesBes geram alteracbes bioquimicas e hematoldgicas, como anemia,
leucocitose ou leucopenia, trombocitopenia, aumento de proteinas totais e azotemia
(BRAZet al., 2015; CUNHA, 2019).

O diagnéstico da LVC € complexo devido ao amplo espectro de lesdes e alteracoes
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clinico- patolégicas, necessitando de exames laboratoriais para a confirmacdo da
infeccdo (BRASILEISH, 2019).

Testes sorologicos, que detectam anticorpos séricos sdo amplamente utilizados
para o diagnostico da LVC (FERNANDES, 2016; BRASIL, 2020). Dentre eles, tem-se
a Reacdao de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) e ELISA (THAKUR;KAUR, 2020).

Apoés o diagndstico, o paciente é classificado em sintomatico ou assintomatico,
considerando apenas os sinais clinicos identificados no exame fisico (BRASIL, 2014;
SANTA CATARINA, 2018). Esta forma de avaliar é limitada por ndo considerar
alteracdes clinico-patoldgicas que podem representar lesbes graves (MELENDEZ-
LAZO et al., 2018).

Desta forma, percebeu-se a necessidade de classificar a doenca em diferentes
graus, segundo nivelde anticorpos, manifestacdes clinicas e alteracfes laboratoriais
gue representam uma analise mais fidedigna dos pacientes com LVC (SOLANO-
GALLEGO et al., 2011; BRASILEISH, 2019).

Este estadiamento clinico da LVC permite classificar o paciente em diferentes
escores, sendo essencial para determinar o prognéstico e o tratamento da LVC
(LEISH VET2018; BRASILEISH, 2019).

Exames laboratoriais, com determinacdo de funcdo renal e hepatica, proteinas
totais, células sanguineas, assim como 0s niveis de anticorpos séricos auxiliam neste
estadiamento e na tomada de decisdo do médico veterinario para conducao
terapéutica. Esta analise deve ser periddica, ao longo do tratamento para verificar se
houve melhora ou recaida clinica (BRASIL, 2020).

No Brasil, o sistema de estadiamento determina cinco estagios clinicos, variando
desde animaissem doenca ao com doenca muito grave (BRASILEIH, 2019). Sendo
assim, objetivou-se realizar o estadiamento clinico de caes naturalmente infectados

por L. infantum.

2.  MATERIAL E METODOS

2.1. Aspectos éticos
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Todos os procedimentos deste estudo foram aprovados pela Comisséo de Etica
no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE)
nos projetos registrados sob 0os nimeros 870922520 e 9759161120.

2.2 Animais

Foram utilizadas amostras de soro e prontuarios médico veterinarios de 80 cées
domiciliados, residentes no estado de Pernambuco, e amostrados no periodo de
janeiro de 2015 a maio de 2021. Todo o material foi proveniente de animais com
diagndstico parasitolégico positivos para forma amastigota de Leishmania infantum
realizado através do aspirado de medula dssea. Os prontuarios médico veterinarios
continham as informacdes de exame clinico, dados de hemograma e bioquimica sérica

dos animais.

2.3 Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI)

O nivel de anticorpos IgG anti-L.infantum foi mensurado a partir da RIFI em
amostras séricas de todos animais.

Foi utilizado como antigeno formas promastigotas de Leishmania major-like e
conjugado (anti- imunoglobulina de cao, IgG, marcada com isotiocianato de
fluoresceina obtida de soro de coelho Sigma), com titulo de 1:1280. A leitura foi
realizada em microscopio de imunofluorescéncia Olympus Bx41 com aumento ocular
de 40X, avaliando desde o soro puro até a 102 diluicdo (1:5.120), conforme Oliveira et
al. (2008). Foram consideradas positivas, titulacdes que apresentavam fluorescéncia
uniforme em toda membrana do parasito.

Foi consideardo titulo baixo o valor de 1:40, titulo médio o valor de 1:80 e titulos

elevados valores a partir de 1:160.

2.4 Estadiamento Clinico

Foram associados os achados clinicos, perfil sorologico e as alteracbes
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hematimétricas e bioquimicas, para classificar os animais segundo o estadiamento
clinico descrito no Quadro 1, adaptado do Brasileish e Leish Vet, tendo em vista que

0S mesmos nao atendiam completamente a realidade local.

2.5 Analises de dados

Para fins descritivos, as variaveis categoricas foram apresentadas por meio de
frequéncias relativas e absolutas e comparadas por meio do teste qui-quadrado. A
prevaléncia do estadiamento da doenca foi apresentada juntamente com seus
respectivos intervalos de confiancade 95%. A Unica variavel continua foi o RIFI, que
foi ordinal e, portanto, apresentado por medianas e quartis e comparado pelo teste
de Kruskal-Wallis. Ndo havia dados ausentes. Devidoa natureza exploratéria da
analise, nenhum ajuste de comparagfes multiplas foi realizado.

Para andlise estatistica do estadiamento clinico foi necessario reunir os dados dos
estagios quatro e cinco.

Todos os testes foram bilaterais e os valores finais de p < 0,05 foram
consideradosestatisticamente significativos. Todas as andlises foram realizadas com
o software SPSS (IBM Corp. SPSS Statistics for Windows, verséo 24.0. Armonk, NY).



Quadro 1. Estadiamento clinico da Leishmaniose Visceral Canina baseado na sorologia,

Parasitarias do Departamento de Medicina Veterinaria da UFRPE.

Estadios clinicos

Estagio 1

SEM DOENCA

Estagio 2

DOENCA BRANDA

Estéagio 3

DOENCA
MODERADA

Estagio 4 DOENCA
GRAVE

Estagio 5

DOENCA MUITO
GRAVE

Técnicas de diagndstico Sinais clinicos

Sorologia negativa ou positiva,

niveis baixos (1:40) ou

médios (1:80). Nenhum.
Parasitolégico positivo.

Sorologia negativa ou positiva,

niveis baixos (1:40) ou Sinais clinicos leves:
médios (1:80). linfadenomegalia, onicogrifose e
Parasitolégico positivo. dermatites, ou sem sinais.

Sorologia positiva com titulos = Sinais clinicos leves mais lesdes por

médios (1:80) a elevados imunocomplexos: linfadenomegalia,
(>1:160). dermatites anorexia, perda de peso,
Parasitolégico positivo epistaxe, uveite, artropatia, vasculite

ou sem sinais clinicos.

Sorologia positiva com titulos Sinais clinicos levesmais les6es por

médios (1:80) a elevados imunocomplexos:linfadenomegalia, d
(>1:160). ermatites,onicogrifose,
anorexia, perda de peso, epistaxe,
Parasitologico positivo uveite, artropatia,vasculite ou sem sinais
clinicos.

Sorologia positiva com titulos Sinais clinicos levesmais les6es por
médios (1:80) a elevados imunocomplexos:linfadenomegalia, d
(>1:160). ermatites,onicogrifose,
anorexia, perda de peso, epistaxe,
Parasitolégicopositivo uveite, artropatia,vasculite ou sem sinais

clinicos.

sinaisclinicos e achados laboratoriais proposto pelo Laboratério de Doenca

Alteracdes

Laboratoriais

Nenhum.

Alteracdes leves:

Hipergamaglobulina. hipoalbuminemia,
7,2<PT*<12g/dL;

perfil renal normal, creatinina <1,5mg/ dL.
Hemograma levemente alterado.

Alteracdes leves:
Anemia,trombocitopenia, leucopnia ou
leucocitose.Hipoalbuminemia,
hipergamaglobuline mia, 7,2<PT<12g/dL,

Perfil renal normal,creatinina <1,5mg/

dL e RPC <1.

Alteracdes moderadas: Anemia,
trombocitopenia, leucopenia ou lecocitose.
Hipoalbuminemia, hipergamaglobuline mia,
PT>12g/dL;

1,5<creatinina<2,0 mg/dL;

1<RPC < 5.

Alteragbes graves: Anemia,
trombocitopenia,leucopenia ouleucoc
i t 0 s e .Hipoalbuminemia, hipergamaglobuline
mia,

PT>12g/dL, creatinina >2,0mg/dL;

RPC >5.
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Progndstico

Bom

Bom

Bom a Reservado

Reservado a Ruim

Ruim
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3.RESULTADOS

Dos 80 animais avaliados, a maioria eram adultos com idades entre trés a oito anos
(53,75%; 43/80), machos (52,5%; 42/80) e sem raca definida (66,25%; 53/80). Todos
0s animais apresentavam pelo menos um sinal clinico sugestivo da infeccdo por L.
infantum, ndo sendo observado animais sem sinais. Todas os sinais clinicos

estao descritos na Figura 1 e na Tabela 1.

LesGes locomotoras 12,50%

Oftalmopatias 28,75%

Dermatopatias 88,75%

Linfadenomegalia 72,50%

Hiporexia 17,50%

0,00% 10,00%20,00%30,00%40,00%50,00%60,00%70,00%80,00%90,00%100,00%

Figura 1. Frequéncia dos sinais clinicos em cées naturalmente infectados com L. Infantum, atendidos no Hospital
Veterinario da UFRPE no periodo de 2015 a 2021.

Alteracbes no hemograma e nas analises bioquimicas foram verificadas em 61%
(49/80) e 53% (43/80) dos pacientes, respectivamente. Nas analises de bioquimica
sérica 46,45% (37/80) foram consideradas alteracfes leves, 6,25% (5/80) moderada e
1,25% (1/80) grave, segundo o estadiamento descrito no Quadro 1. Todas as alteragoes
clinico-patoldgicas estdo detalhadas na Figura 2 e na Tabela 1.
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Trombocitopenia 42,50%
Leucocitose 7,50%
Leucopenia 7,50%
Creatinina 5%

Hiperproteinemia (PT>12g/dL) 3,75%

Hiperproteinemia (7,2<PT<12g/dL) 50%
Hipergamaglobulinemia 40%
Hipoalbuminemia 43,75%

Creatinina 5%

Anemia 38,75%

0,00% 10,00% 20,00% 30,00% 40,00% 50,00% 60,00%

Figura 2. Frequéncia de alteragfes em cédes naturalmente infectados com L. infantum, atendidos no Hospital Veterinario
da UFRPE, no periodo de 2015 a 2021.

Em relagdo a RIFI observou-se que a mediana de titulos foi de 1:160,
demonstrando assim que a maioria dos animais apresentavam titulos altos de
anticorpos. Apenas trés dos 80 animais apresentaram titulacdo negativa na RIFI.

Quando correlacionados os sinais clinicos, as alteracbes laboratoriais e os
resultados da RIFIpara realizar o estadiamento da doenca, percebe-se que 73,3%
(59/80) dos cées se enquadravamno Estagio 3 (doenca moderada), dos demais
animais 19,0% (15/80) se classificavam no Estagio 2 (doenca branda), 6,0% (5/80) no
Estagio 4 (doenca grave) e apenas um animal, 1,3% no Estagio5 (doenca muito
grave). Nenhum animal se enquadrou no estagio no Estagio 1, ou seja, sem
doenca, pois ndo tivemos cdes assintomaticos em nosso estudo (Figura 3).

Figura 3. Estadiamento Clinico de cées naturalmente infectados com L.
infantum. Fatores como idade, sexo e raca estdo descritas na Tabela 2, sem

apresentar, entretanto, influéncia significativa sobre o estadiamento clinico (p>0,05).
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Tabela 2. Estadiamento clinico de acordo com a idade, sexo e raca.

Variavel Estagio Valor de p
Brando Moderado Severo
(n = 15) (n =59) (n=6)
Idade
<3 5 (33,3%) 2 19 (32,2%) 2 | 0(0,0%) 2 0,441
3-8 7 (46,7%) 2 32 (54,2%) & | 4 (66,7%) 2
>8 3 (20,0%) 2 8(13,6%) 2 | 2(33,3%) 2
Sexo feminino
Feminino 6 (40,0%)2 31 (52,5%)% | 1 (16,7%)% 0,199
Masculino 9 (60,0%)2 28 (47,5%)2 | 5 (83,3%)%
Raca

Com raca definida
4 (26,7%) 2 21 (356%) & | 2(33,3%) 0,808

Sem racga definida a a a
11 (73,3%) 38 (64,4%) 4 (66,7%)

Letras iguais indicam semelhanca estatistica. Analise pelo teste Qui-Quadrado.

Observou-se diferencas significativas entre os estagios da doenca e o nivel
de anticorpos, p<0,05, e quando relacionado com as les des por imunocomplexos
(Figura 3). Também, observou-se diferenca estatistica em relacdo as alteracGes
bioguimicas (hiperproteinemia e azotemia) e os estagios, p<0.05. No entanto, percebeu-
se gque cades com titulos mais altos apresentavam mais alteracbes no hemograma
(p<0,05), contudo essas alteracdes nédo foram significativas para o estadiamento da
doenca (p>0,05), Tabela 3.



Tabela 3. Parametros que interferem nos estagios clinicos da Leishmaniose Visceral

Canina, nos animais atendidos no Hospital Veterinario da UFRPE, entre 2015 e 2021.

Estagio
Branda Modera Graves
n=80 valor
(n=15) da (n=6) de p
(n=59)
LesGes por
Imunocomplexo
Sem Leséo 15 (100%) 33 (56%) 04 (66%) 0,009
Com Lesao 0 (0,0%) 26 (44%) 02 (33%)
Hemograma
Sem
10 30 (51%) 1 (17%) 0,116
Alteracéo (66,4%)
Com
05 29 (49%) 5 (83%)
Alteragéo (33,3%)
Bioquimica
Sérica
sem 9 (60%) 28 (47%) 0 (0,0%) <0,001
Alteracéo
Alteracéo
6 (40%) 31 (53%) 0 (0,0%)
Leve
Alteracéo
¢ 0 (0,0%) 0 (0,0%) 5 (83%)
Moderada
Alteracéo
0 (0,0%) 0 (0,0%) 1 (17%)
Grave
Titulacéo
RIFI
Negativa 1 (7%) 1 (1,6%) 1 (17%) <0,001
Baixa 8 (53%) 1(1,6%) 0 (0,0%)
Média 6 (40%) 6 (10%) 2 (33%)
Alta 0 (0,0%) 51 (86%) 3 (50%)

Dados mostrados como n (%) obtidos pelo teste Qui-quadrado.

Valor de p <0,05 séo considerados estatisticamente significantes.
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Figura 3. Nivel de anticorpos nos diferentes estagios da Leishmaniose Visceral Canina, (p<0,001).
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Tabela 1. Niveis de anticorpos, sinais clinicos e alterac¢des clinico-patoldgicas nos diferentesescores da Leishmaniose Visceral Canina,

em caes atendido no Hospital Veterinario da UFRPE, entre 2015 e 2021.

Estadio Clinico Sorologia Sinais clinicos Resultado
Laboratoriais
Estagio 1
(Sem n=0 n=0 n=0
Doenca)
n=0
Linfadenomegalia(10/15, 67%) Alterac6es Hematomimétrica(5/15,
Dermatopatias (5/15,33%) 30%)
- Alopecia (8/15,53%) - Trombocitopenia(5/15, 30%)
- Dermatite descamativa (6/15,40%) - Anemia (4/15, 27%)
Estagio 2 . - Onicogrifose (5/15,30%) - Leucocitose (1/15,7%)
(Doenca Negativo- n=1 - Dermatite ulcerativa(4/15, 26%)
Branda)n=15 i::g B n=2 - Dermatite Nodular(2/15, 13%) -Alteragdes Bioquimicas (6/15,40%)
:80 — n=

- Hiperqueratose(2/15, 13%)
- Piodermite (1/15,6%)
Hiporexia (2/15,13%)

Hiperproteinemia(6/15, 40%)
Hipergamaglobulinemia (6/15, 40%)
Hipoalbuminemia(6/15, 40%)
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Estagio 3
(Doenca Moderada)
n= 59

1:20 - n=1

1:40 — n=1

1:80 — n=6
1:160 — n=16
1:320 — n=19
1:640 —-n=7
1:1280 — n=5

1:2560 — n=4

Dermatopatias (53/59, 90%)

- Onicogrifose (40/59, 68%)

- Alopecia (53/59, 90%)

- Dermatite Descamativa (47%)
- Dermatite Ulcerativa (26/59, 44%)
- Hiperqueratose (6/59%, 10%)
- Piodermite (6/59, 10%)

- Dermatite Nodular (4/59, 7%)
Linfadenomegalia (42/59, 71%)
Lesdes Oculares (21/59, 35%)
- Conjuntivite (18/59, 30%)

- Uveite (1/59, 1,7%)

- Episcletite (1/59, 1,7%)

- Endalfitalmia (1/59, 1,7%)
Hiporexia (11/59, 18%)

LesBes locomotoras (10/59, 17%)

Alteracdes Hematomimétrica(29/59,
49%)

- Trombocitopenia(25/59, 42%)

- Anemia (23/59,39%)

- Leucocitose (5/59,8%)

- Leucopenia (3/59,5%)

Alterac6es Bioquimicas (31/59,
52%)

- Hiperproteinemia(30/59, 51%)
- Hipoalbuminemia(24/59, 41%)
- Hipergamaglobulinemia (22/59,
37%)
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Estagio 4
(Doenca Grave)
n=5

1:20 — n=1
1:80 — n=1
1:160 — n=1
1:320 — n=1

1:640 — n=1

Linfadenomegalia (5/5, 100%)
Dermatopatias (4/5, 80%)

- Onicogrifose (3/5, 60%)

- Alopecia (3/5, 60%)

- Dermatite descamativa (1/5, 20%)
- Dermatite ulcerativa (1/5, 20%)
- Dermatite nodular (1/5, 20%)

- Hiperqueratose (1/5, 20%)
LesdBes oculares (2/5, 40%)

- Conjuntivite (1/5, 20%)

- Episclerite (1/5, 20%)

Alteracdes Hematomimétrica(4/5,
80%)

- Anemia (3/5, 60%)

- Trombocitopenia(3/5, 60%)

- Leucopenia (2/5,40%)

Alterag6es Bioquimicas (5/5,100%)

- Hipoalbuminemia(4/5, 80%)

- Hiperproteinemia(3/5, 60%)

- Hipergamaglobulinemia (3/5, 60%)

- Proteina Total >12g/dL (2/5, 40%)

- Creatinina 1,5 a 2,0 mg/dL (3/5,
60%)
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Estagio 5
(Doenca Muito
Grave)

n=1

1:80 — n=1

Dermatopatias (1/1, 100%)

- Dermatite Descamativa (1/1,
100%)

Onicogrifose (1/1, 100%)
Linfadenomegalia (1/1, 100%)

Alteracdes Hematomimétrica (1/1,
100%)

- Anemia (1/1, 100%)

- Trombocitopenia (1/1, 100%)

- Leucopenia (1/1, 100%)

AlteracBes Bioquimicas (1/1, 100%)

- Hiperproteinemia (1/1, 100%)

- Hipergamaglobulinemia (1/1, 100%)
- Hipoalbuminemia (1/1, 100%)

- Proteina Total >12g/dL (1/1,

100%)

- Creatinina >2,5mg/dL (1/1, 100%)

AlteracBes Bioquimicas (1/1, 100%)

- Hiperproteinemia (1/1, 100%)

- Hipergamaglobulinemia (1/1, 100%)
- Hipoalbuminemia (1/1, 100%)

- Proteina Total >12g/dL (1/1,

100%)

- Creatinina >2,5mg/ dL (1/1, 100%)
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4.DISCUSSAO

Constatou-se que o estadiamento clinico da LVC pode ser definido por sinais
clinicos, alteracdes laboratoriais e a titulacdo de anticorpos, pois permitem classificar os
animais em diferentes estagios da infeccao por L. infantum, contudo observou-se que
as alteracdes bioquimicas, proteina total e creatinina, foram os parametros que mais
interferiram nesta classificacao.

Em todos os estagios foram diagnosticados cdes com dermatopatias e
linfadenomegalia, e apesar dos niveis de anticorpos terem apresentado diferencas
estatisticas entre os estagios, cdes com doenca moderada (estagio 3), foram os que
apresentaram maiores niveis de anticorpos com 19 animais apresentando titulos 1:320
na RIFI.

Vale ressaltar a ocorréncia de titulos negativos (1:20) e médios (1:80) em
animais enquadradosnos estagios grave (4) e muito grave (5), em contradicdo a
literatura que sugere que escoreclinico mais grave, com manifestacdes clinicas e
alteracdes bioquimicas mais intensas, sdo verificados em cdes com maiores titulos de
anticorpos na RIFI (PROVERBIO et al., 2014).

Apesar de registrar diversos sinais clinicos, como dermatopatias, lesdes oculares
ou locomotoras, verificou-se que os parametros bioquimicos foram fundamentais para
a avaliacdo do estagio clinico e da extensao da leséo, podendo auxiliar na definicdo do
progndstico, como sugerido por alguns autores (SOLANO-GALLEGO et al., 2011,
ABBEHUSEN et al., 2017; BRASILEISH, 2019).

Registramos hiperproteinemia em 53% dos casos, hipergamaglobulinemia em
40% e hipoalbuminemia em 43%, estes dados sdo alarmantes tendo em vista que
hiperproteinemia e hipoalbuminemia podem desencadear no animal a Sindrome da
Hiperviscosidade Sanguinea, quese caracteriza por aumento da viscosidade sérica,
gerando hipoperfusdo e hipoxia tecidual levando a quadros convulsivos (MEDEIROS
et al. 2016), normalmente ocorre com niveis de Proteina Total acima de 12g/dL, o que
justificou a utilizacdo deste valor para a definicdo de estagios clinicos mais graves.

Foram verificados trés animais com proteina total acima de 12g/dL, os quais

foram enquadrados nos estagios 4 e 5 da doenca, diferindo-os pelo valor da creatinina.
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A creatinina é outro parametro importante na definicdo do estagio clinico, a
azotemia esta relacionada a insuficiéncia renal e, as vezes, € a Unica alteracao
observada em cdes com LV (CIARAMELLA et al.,, 1997), porém, alguns autores
sugerem que a azotemia é um achado rarono diagnostico da LVC, corroborando com
nossa pesquisa, que observou azotemia em apenas 5% dos casos.

Parametros que refletem o dano renal devem ter peso relativamente alto na
definicdo dos estégios clinicos, pois 0 progndstico de caes com LV depende muito da
gravidade destas lesbes (MELENDEZ-LAZO et al., 2018). Assim, cdes com creatinina
acima do valor padrdo (>1,5mg/dL) foram inclusos nos estagios grave e muito grave
da doenca, este Ultimo quando a creatinina ultrapassava o valor de 2 mg/dL. Este
parametro foi decisivo para enquadrar o paciente noestagio 5 (doenca muito grave)
deste estudo, tendo em vista que o cdo ndo apresentava nenhum sinal clinico grave,
apenas linfadenomegalia e dermatite, com titulos médios na RIFI (1:80), dados
diferentes dos encontrados na literatura (PROVERBIO et al., 2014; SOLANO-
GALLEGO et al., 2016).

O Brasileish enquadra em doenca moderada apenas animais que apresentem
proteina total sérica acima de 12g/dL, acompanhado por hipergamaglobulinemia,
alteracdes oriundas da formacédo de imunocomplexos (LARANJEIRA, 2008). Entretanto,
verificamos neste estudo animais que apresentavam lesdes sugestivas de deposicao de
imunocomplexo, como uveite e lesbeslocomotoras, com hiperproteinemia abaixo de
12g/dL, proteina total variando entre 7 e 12g/dL. Desta forma, sugerimos este padrao
para o estagio 3 (doenca moderada). Enquadramos o animais com proteina total acima
de 12g/dL nos estagios grave e muito grave da doenca. O estadiamento definido por
Solano-Gallego et al. (2018) ndo determina valores de proteina total sérica para as
diferentes fases da doenca, considerando apenas a existéncia de hiperproteinemia,
hipergamaglobuinemia e hipoalbuminemia, destacando como decisor dos estadios o
perfil renal, pela creatinina e proteindria, em especial.

Apesar das divergéncias em relagdo aos niveis de anticorpos identificados em
cada estagio quando comparado com nosso trabalho, Solano-Gallego et al. (2016)
e Meléndez-Lazo et al.(2018) também classificaram a maior parte dos casos como

doenca moderada, 60% e 67%, respectivamente, valores bem préximos ao nosso,
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considerando a definicdo da Leish Vet (2011). Solano-Gallego et al. (2016) obtiveram
mesma meédia de casos brandos e graves (16% cada), enquanto para Meléndez-Lazo
et al. (2018) a segunda fase com maior frequéncia de pacientes foia doencga severa
(19%), j& 0 nosso estudo identificou a prevaléncia da doenga branda (19%). Em relacéo
a casos muito graves, ambos os autores obtiveram frequéncia aproximada de 6%,
valores acima dos registrados nesta pesquisa, 1,3%, porém também foi o menos
verificado.

Percebe-se que, apesar de ser uma doenca endémica e com risco de morte para
0 animal, os casos graves e muito graves sdo bem menores que o humero de animais
gue apresentam o estagio levee moderado da doencga, cujos progndésticos variam de
reservado a bom, aumentando a chance de sucesso no tratamento, e que 0

estadiamento pode auxiliar no direcionamento destes prognoésticos e tratamento.

5.CONCLUSAO

Conclui-se que é possivel realizar o estadiamento clinico de caes naturalmente
infectados por L. infantum a partir de um conjunto de dados, incluindo sinais clinicos,
analises clinico-patologicase testes sorolégicos, enquadrando-0s em escores com
diferentes niveis de gravidade. Dentre todos os parametros, a proteina total sérica e a

creatinina foram os que mais interferiram no estadiamento.
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ABSTRACT

CanL remains a serious canine medicine problem iwhich impacts not only the society
bot also veterinary medicine. A high level of antibodies confirms the diagnosis of CanL
in a dog with clinical signs and/or clinicopathological abnormalities compatible with
leishmaniosis. The objective of this study was to investigate the confronts of the
serological tests profile in the evaluating of different clinical stages of canine visceral
leishmaniasis. Sera samples of 52 dogs naturally infected by L. infantum were used
in this study. The confirmation of the infection was achieved by means of microscopic
analysis of bone marrow. The samples were individually analyzed by IFAT and ELISA
and correlated with a staging of the disease. All animals presentedat least one clinical
sign related to L. infantum infection. A total of 98% (51/52) of samples tested were
reagent at IFAT, and 92.4% (48/52) of samples tested were reagent at ELISA test.
Correlating the antibodies levels with the clinical stages of dogs naturally infected with
L. infantum, it was observed that there was a statistical difference between the stages
of the disease tested by IFAT. This study demonstrated that IFAT test and ELISA test
might be used to only as a diagnostic tool and does not interfere with clinical stages of
CanL.

Keywords: Dog, Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA), Indirect
Fluorescent Antibody Technique (IFAT), Leishmania infantum

1.INTRODUCTION

Visceral Leishmaniasis is a neglected tropical disease that affects approximately
an estimated 500,000 new cases of VL and more than 50,000 deaths from the disease
each year. (DESJEUX, 2004). This infection is caused by parasites of the genus
Leishmania (Kinetoplastidae: Trypanosomatidae) and transmitted through the bite of
phlebotomine sand flies (GERVAZONI et al., 2020). Specifically, the species
Leishmania infantum is responsible for cases of VL in several countries, including those
of the New World and Europe (KUHLS et al., 2011).

A wide plethora of vertebrate hosts may be affected this Leishmania species, but
over the last decades, domestic dogs have acquired a great epidemiological
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importance, especially in urbanareas (FERREIRA et al., 2019).

Canine Visceral Leishmaniasis (CanL) cases usually precede the onset of
human cases (ZUBERet al., 2014) with the high rates of prevalence, and usually dogs
manifest a broad clinical spectrum ranging from asymptomatic and symptomatic which
may vary according to the immunological status of each animal (TOEPP; PETERSEN,
2020). For this the clinical diagnosis is challenge for vet practitioners (SOLANO-
GALLEGO, 2017)

Diagnosis of CanL can be made by clinical, epidemiological, parasitological,
serological or molecular methods (COSTA, et al., 2015; FARIA and ANDRADE, 2012,
LOPES, et al. 2017). Nonetheless, it is important also to note that these techniques
may exhibit a limited sensitivity (ARRUDA et al., 2016). In this context, serological
methods such as IFAT and ELISA have been widely employed for diagnosis of VL in
dogs in Brazil, (COURA-VITAL et al., 2014).

Although the results of serological tests vary greatly and the lack of uniformity in
the serological tests can lead to a misinterpretation of diagnosis of CanL, particularly
in animals with low tittersof antibodies (SOLANO GALLEGO et al. 2009).

The objective of this study was to investigate the confronts of the serological tests

profile in the evaluating of different clinical stages of canine visceral leishmaniasis.

2. MATHERIAL AND METHODS

2.1Animals and ethical aspects

Sera samples (n = 52) of dogs naturally infected by L. infantum were used in this
study. The confirmation of the infection was achieved by means of microscopic analysis
of bone marrow of animals attended at a Veterinary Teaching Hospital. Briefly, dogs
were physically andall signs reported on specific clinical charts. A staging of the disease
was on the clinical signs of the disease, laboratory test abnormalities and serology titres,
which classified the disease mild (stage 1), moderate (stage Il), severe (stage IIl) and
very severe (stage 1V) (SOLANO-GALLEGO et al., 2011).

The Ethical Committee of Animal Experimentation of the Federal Rural University
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of Pernambuco (#870922520 and #9759161120) approved all procedures herein

performed.

2.2Serological examination

2.2.1 Immunofluorescence antibody test (IFAT)

Sera samples were individually analyzed following the protocol previously
described by Camargo (1973). The antigen was prepared from promastigotes of
Leishmania major-like, andthe antibodies were detected using anti-dog IgG conjugated
to fluorescein isothiocyanate (Sigma- Aldrich, USA). Initially, the reaction was carried
out with crude sera, followed by differentdilutions (1:10 to 1:5120). Samples were
considered positive if fluorescence was present at 1:40 dilution of higher. Positive
(sera of a positive dogs) and negative (sera of a dog from non-endemic area)

controls were used in each reaction.

2.2.2 Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

The ELISA test was performed using the EIE Canine Visceral Leishmaniasis kit
(Bio- Manguinhos — FIOCRUZ) following all recommendations of the manufacturers.
Antigens were previously adsorbed on microplates, and a specific conjugate (anti-
immunoglobulin) labeled with peroxidase were used. Each reaction was analyzed in a
spectrophotometer with a wavelength of 450nm. Positive (sera of a positive dogs) and

negative (sera of a dog from non-endemic area) controls were used in each reaction.

2.3 Data analysis

Initially, all variables were presented using relative and absolute frequencies

and compared using the chi-square test. The variable IFAT presented by medians

and quartiles andwas compared by the Kruskal-Wallis test.
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3.RESULTS

All animals presented at least one clinical sign related to L. infantum infection. In
particular, the most common sign was dermatopathy (92%; 47/52), followed by
enlarged of lymph nodes (65%; 34/52), ophthalmopathy (32%; 16/52), appetite loss
(11.50%; 6/52) and articular lesions (7%3/52). It is important to note that 33% (17/52)
of animals presented lesions caused by immune complexes (IC) as vasculitis, uveitis,
arthritis and dermatitis.

A total of 98% (51/52) of samples tested were reagent at IFAT, with an overall
median titers of 1:160, and most of samples with titter higher than 21:160 (63%; 33/52).
Only 2% (1/52) of sera samples scored negative. Titers of 1:40, 1:80 and 21:160 were
categorized as low, moderate, and high, respectively.

On the other hand, a total of 92.4% (48/52) of samples tested were reagent at ELISA
test, with a mean optical density of 0.549nm. In the study it was recorded the
absorbance from zero to1,024nm.

Correlating the antibodies levels with the clinical stages of dogs naturally
infected with L. infantum, it was observed that there was a statistical difference
(p<0.05) between the stages of the disease tested by IFAT test, however, no significant
difference (p<0.05) between the stages of the disease tested by ELISA (p>0.05) was
observed (Table 1).

On the other hand, the levels of antibodies detected by IFAT and ELISA showed
no statistical difference between the animals with IC lesions and those one that did

not present these clinical signs (p>0.05), in both serological tests (Table 2).



Table 1- Correlation between antibody levels and the clinical stages of CanL, in dogs treated at the
Veterinary Hospital of UFRPE, between 2015 and 2021.

Animals Serological test

n=52 IFAT ELISA
Mild disease 1:40 2 0.373 2
(n=10) [1:40-1:80] (0 - 0.841)
Moderate 1:320 b 0.592 a
disease(n=37) [1:40- (0-1.023)

1:2560]
Severe disease (n=5) 1:160 ‘ 0.579 i
[0-1:640] (0.251-1.024)

Data presented as median [quartiles] and optical desity average. Results obtained trought the Kruskal-Wallis test.

Different vertical letters indicate a significant difference in the data, p<0.05.

Table 2 - Antibodies detected by IFAT and ELISA according the presence of the IC lesion, in dogs
treated at the Veterinary Hospital of UFRPE, between 2015 and 2021.

Presence of the IC lesion

n=52 Present (n=17) Absent (n=35)
FAT 1:160 & 1:160 &
[1:80-1:320] [1:80-1:320]
ELISA 0.515 2 0.617 2
(0.211-1,024) (0.324-
1,023)

Data presented as median [quartiles] and optical desity average. Results obtained trought the Kruskal-Wallis test.

Equal letters indicate a significant similarity in the data, p>0.05.

4.DISCUSSION

71

This study assessed the confronts of the serological tests profile in the evaluating

of different clinical stages of canine visceral leishmaniasis. The correlating the

antibodies levels with the clinical stages of dogs naturally infected with L. infantum,

showed a statistical difference between the stages of the disease tested by IFAT test,
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however, no significant difference was observed in ELISA test.

The detection of specific serum antibodies is widely used in the diagnosis of
CanL, however,when comparing the profile of serological tests with IC lesions and
different clinical stages of CanL, it can be seen that serum antibody levels were higher
in the moderate disease stage, when evaluated by IFAT and there was no significant
difference between the stages, when analyzed by the ELISA test. The results of IFAT
showed that 98% of animals were positive to CVL with atleast one clinical sign. It is
believed that high antibody levels usually are associated with high parasite load (REIS
et al., 2009) (SOLANO-GALEGO et al., 2009).

In this context it is worthwhile to note that the IFAT technique may identify a
large number offalse positives animals (ELOY et al., 2008), but the failure of some
dogs to produce demonstrable quantities of antibodies detected may have been the
cause of negative IFAT results, as the occurrence of cross-reactions between
Leishmania spp. and Trypanossoma cruzi(TRONCARELLI et al., 2009) Moreover,
failure to seroconvert and IFAT false-positive and false-negative can all occur in
CanL caused by sensitivity and specificity of the test (ROSYPALet al., 2005).

The failure of some dogs to produce level of antibodies detectable may have been
the cause of negative ELISA results, as well as the occurrence of cross-reactions
between some protozoa like Leishmania spp. and Trypanossoma cruzi
(TRONCARELLI et al., 2009). Studies evaluating the different classes of
immunoglobulin in dogs with CanL demonstrated levels of IgG and IgE antibodies are
different in symptomatic and asymptomatic animals (LARANJEIRA et al., 2022).
Additionally, there is an association between anti-Leishmania antibodies (IgG) and
clinical manifestations (PROVERBIO et al., 2014). However, the clinical improvement
has not beenassociated with a decrease in the antibodies (FERRER et al., 1995).

In this study the levels of antibodies detected by IFAT and ELISA showed no
statistical difference between the animals with IC lesion and those that did not present
these clinical signs.It is commonly known that dogs with the highest level of antibodies
show the worst clinical signsof the disease (MIRO et al., 2007). In this sense sick dogs
have a higher production of antibodies (FERNANDEZ-PEREZ et. al., 2003) and these

immunoglobulins are detectable by a several serological tests, independent of IC
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lesions.
Also, it is important to note that there may also be differences between

symptomatic and asymptomatic animals in the level and type of antibody production.

5.CONCLUSION

This study demonstrated that IFAT test and ELISA test might be used to only as a
diagnostic tool and does not interfere with clinical stages of CanL.
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