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RESUMO

A leishmaniose visceral (LV) € uma zoonose com grandes impactos na populacdo
canina e humana no Brasil. O diagndstico precoce é de extrema importancia em todos
os casos. Hoje em dia, os testes mais utilizados no pais sdo as técnicas soroldgicas de
Reag¢do de Imunoflorescéncia Indireta (RIFI) e o Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay
(ELISA). A técnica de Reacdo em Cadeia Polimerase (PCR) traz uma nova perspectiva
ao diagnéstico da LV, apresentando maior especificidade e sensibilidade. Cabe ao
médico veterindrio conhecer todos os métodos de diagnéstico, suas limitacdes e

indicagdes, para poder aplica-los corretamente na rotina clinica.

Palavras-chave: zoonose, Leishmania sp., sensibilidade, especificidade, diagndstico.

ABSTRACT

Visceral leishmaniasis (VL) is a zoonosis with a huge impact in canine and human
population in Brazil. Early diagnosis is very important in all cases. Nowadays, the most
used tests in the country are serological techniques of Indirect Immunoflorescence
Reaction (IIR) and Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA). The Polymerase
Chain Reaction (PCR) technique brings a new perspective to VL diagnosis, presenting
greater specificity and sensitivity. The veterinarian must know all diagnosis methods,

their limitations and indications to correctly apply them in the clinical routine.
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1. INTRODUCAO

A leishmaniose visceral (LV) é uma enfermidade que acarreta grande
preocupacdo, por seus efeitos devastadores, tanto nos animais, quanto nos seres
humanos.

Mesmo diante da grande morbidade e mortalidade, ainda ndao foram
estabelecidas formas de controle eficientes e a doenga se espalha cada vez mais por todo
o pafs. A eutandsia de cdes acometidos, principais reservatorios do protozodrio, ainda é
polémica, pois mesmo diante de tal medida, o nimero de casos ainda € crescente e
alguns pesquisadores defendem o tratamento, condenando a eutandsia como uma
medida de controle efetiva.

Independente deste fato, o diagnéstico precoce € fundamental e, diante da
gravidade da doenca, este diagndstico deve ser sensivel e especifico, apresentando
grande confiabilidade.

Com os recursos disponiveis na drea de biologia molecular, com o crescente
avanco das técnicas, novos meios de diagndstico vém sendo desenvolvidos e estudados,
para que, no futuro, eles possam ser utilizados nfo s6 nas pesquisas, mas também na
rotina, auxiliando os seres humanos e 0os animais.

Nesta revisdo, objetivou-se abordar os principais métodos diagndsticos que

podem ser empregados nesta doencga, suas aplica¢des, viabilidade e importancia.
2. REVISAO DE LITERATURA
1. Leishmaniose visceral

A leishmaniose visceral (LV) € uma doenca causada por um protozodrio
dimérfico Trypanosomatidae do complexo Leishmania donovani que, nas formas

amastigotas, parasita o sistema fagocitico-mononuclear de mamiferos, incluindo o
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homem, e células apresentadoras de antigenos potenciais, como as células de
Langerhans, dendriticas e granulécitos (POCAI et al., 1998).

E uma doenca importante pelo impacto que produz na satde piblica e nas
implicagdes econdmicas que gera, apresentando alta incidéncia, letalidade, constituindo
um sério problema sanitirio e econdmico-social pela deplecdo da for¢ca de trabalho,
sendo considerada uma doenga negligenciada e em expansdo no Brasil (ALMEIDA,
2009).

Dada a sua incidéncia e alta letalidade, principalmente em individuos nao
tratados e criangas desnutridas, é também considerada emergente em individuos
portadores da infeccdo pelo virus da imunodeficiéncia adquirida (HIV), tornando-se
uma das doencas mais importantes da atualidade (Ministério da Sadde, 2006b).

O primeiro relato de LV no Brasil foi feito em 1934, quando foram encontradas
amastigotas de Leishmania em cortes histologicos de figado de pessoas que morreram
com suspeita de febre amarela. Somente 20 anos depois, é que se registrou o primeiro
surto da doenga em Sobral, no Ceara (GONTIJO; MELO, 2004).

Em meados dos anos oitenta, constatou-se uma transformacdo nos padrdes
epidemioldgicos da LV, cuja doenca, antes restrita as dreas rurais do nordeste brasileiro,
avancou para outras regides indenes alcancando a periferia de grandes centros urbanos
(Ministério da Saude, 2006b).

Desde entdo, a transmissdo da doenga vem sendo descrita em varios municipios,
de todas as regides do Brasil. A doenga tem apresentado mudangas importantes no
padrdo de transmissdo, inicialmente predominado pelas caracteristicas de ambientes
rurais e periurbanas e, mais recentemente, em centros urbanos como Rio de Janeiro
(RJ), Corumbé (MS), Belo Horizonte (MG), Aracatuba (SP), Palmas (TO), Trés Lagoas
(MS), Campo Grande (MS), entre outros. A partir dos anos noventa, os Estados do Para
e Tocantins (regiao Norte), Mato Grosso do Sul (regido Centro-Oeste), Minas Gerais e
Sdo Paulo (regido Sudeste) passaram a figurar de maneira significativa nas estatisticas
da LV no Brasil (Ministério da Satude, 2006b).

A regido Sul, previamente considerada como a unica regido do pais livre da

doenca, teve seu primeiro registro de LV canina em 2008, na cidade de Sao Borja, no
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Rio Grande do Sul. Em 2009, ocorreram os primeiros casos em seres humanos, na
mesma cidade (Ministério da Sadde, 2010). O Estado de Santa Catarina teve seu
primeiro relato de caso de LV canina realizado em 2012, na cidade de Floriandpolis
(FIGUEIREDO et al., 2012).

No Brasil, a transmissdo de Leishmania chagasi, principal agente etiologico da
LV, se d4 pela picada de fémeas de insetos dipteros pertencentes a familia Psychodidae,
tendo como principal vetor Lutzomyia longipalpis. Mais recentemente, Lutzomyia cruzi
foi também identificado como vetor no Estado de Mato Grosso do Sul. A espécie
Lutzomyia longipalpis estd bem adaptada ao ambiente peridomiciliar, alimentando-se
em uma grande variedade de hospedeiros vertebrados, entre aves, homem e outros
animais silvestres ou domésticos (MONTEIRO et al., 2005).

Existe uma grande polémica em torno da origem da LV no Novo Mundo — se ela
foi introduzida recentemente, na época da colonizacdo européia e causada pela espécie
Leishmania infantum, ou ha vérios milhdes de anos, juntamente com a introducdo dos
canideos, devendo a espécie ser classificada como Leishmania chagasi. Os achados de
altas taxas de infeccdo em canideos origindrios da AmazOnia sugerem a origem
autéctone. Entretanto, estudos utilizando técnicas bioquimicas e moleculares
consideram a L. chagasi e a L. infantum uma unica espécie e aceitam a hipdtese de

origem recente nas Américas (GONTIJO; MELO, 2004).
2. Diagnéstico

Por ser uma doenca de notificagdo compulsdria e com caracteristicas clinicas de
evolucdo grave, o diagndstico deve ser feito de forma precisa e o mais precocemente
possivel (Ministério da Saude, 2006b).

No Brasil, os testes mais utilizados no diagnéstico de LV humana e canina sio a
Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) e o Enzyme Linked Immuno Sorbent
Assay (ELISA), sendo considerados, sobretudo este udltimo, testes de escolha para

inquéritos populacionais (GONTIJO; MELO, 2004).
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O Ministério da Saide (Ministério da Satde, 2006a), considera um caso suspeito
de LV todo individuo (ser humano) com febre e esplenomegalia, proveniente de 4rea
com ocorréncia de transmissdo de LV e todo individuo com febre e esplenomegalia,
proveniente de drea sem ocorréncia de transmissdo, desde que descartados os
diagndsticos diferenciais mais frequentes na regifo.

Os casos confirmados de LV em seres humanos sdo: quando houve encontro do
parasita nos exames parasitolégicos diretos ou cultura, ou RIFI com titulo de 1:80 ou
mais, desde que excluidos outros diagnésticos. E utilizado também o critério clinico
epidemioldgico: pacientes clinicamente suspeitos, sem confirmagdo laboratorial,
provenientes de drea com transmissdo de LV, mas com resposta favordvel ao teste

terapéutico (Ministério da Satde, 2006a).
2.1. Exame direto

Até a década de 30, o diagndstico humano e os inquéritos caninos eram
realizados por meio dos exames diretos, como a punc¢ao de figado, de bago e o raspado
de pele. Esses exames sdo seguros quanto a positividade dos casos, mas ndo sao
eficazes para realizar uma cobertura total dos animais positivos (ALVES;
BEVILACQUA, 2004). O material obtido é utilizado para a confeccdo de esfregaco ou
impressdo em laminas, histologia, isolamento em meios de cultura ou inoculacdo em
animais de laboratério. A especificidade destes métodos é de 100%, mas a sensibilidade
€ muito varidvel, pois a distribuicdo dos parasitas ndo ¢ homogénea no mesmo tecido. A
sensibilidade mais alta (98%) ¢é alcancada quando se utiliza aspirado do bago
(GONTIJO; MELO, 2004).

Segundo o Ministério da Sadde (2006b), a pungdo aspirativa esplénica € o
método que oferece maior sensibilidade (90-95%) para demonstracio do parasita
(porém, apresenta restricoes quanto ao procedimento), seguida pelo o aspirado de
medula 6ssea, bidpsia hepatica e a aspiracdo de linfonodos. Por ser um procedimento
mais seguro, recomenda-se a puncdo aspirativa da medula 6ssea. No exame direto, uma

gota do material aspirado € colocada em uma das extremidades da lamina previamente
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limpa, e o material firmemente dispersado na outra direcdo. Apés secagem, o esfregaco
deverd ser fixado em &lcool metilico e corado. Recomenda-se pelo menos quatro
laminas. Formas amastigotas do parasita podem ser visualizadas pelas coloragdes de
Giemsa ou Wright, Leishman ou Pandptico. O encontro de parasitas no material
examinado depende do ndmero de campos observados (200 campos devem ser

examinados antes de se considerar uma ldmina como negativa).
2.2. Isolamento em meio de Cultura (in vitro)

Com o material obtido pela puncio aspirativa, formas amastigotas do parasita,
inoculadas em meios de cultura especiais, contendo 4gar e sangue de coelho,
transformam-se em formas promastigotas. O classico meio de Nicole, Novy, McNean
(NNN) é o mais comumente empregado. A utilizacdo de meio liquido sobre o NNN,
como o meio LIT ou de Schneider, aumenta e acelera a positividade da cultura. Uma
gota do material aspirado deve ser diluido em 0,5 mL de solugdo salina (PBS ou NaCl a
0,9%) na propria seringa. Em seguida, 0,1 mL desta solucdo deve ser inoculado em
condigdes estéreis, em dois tubos de cultivo. As culturas devem ser mantidas entre 24-
26°C e observadas em microscopia Optica comum ou invertida, semanalmente, até
quatro semanas. Os tubos positivos devem ser encaminhados para laboratérios de

referéncia para identificacdo da espécie (Ministério da Sadde, 2006).
2.3. Técnicas sorolégicas

Diferentes técnicas soroldgicas tém sido utilizadas no diagnéstico da LV
humana e canina. Os testes diferem em sua sensibilidade e especificidade, na sua
aplicagdo pratica nas condi¢des de campo e na disponibilidade de reagentes (GONTLIO;

MELOQO, 2004).
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2.3.1. Reacao de fixacio de complemento

A Reacdo de Fixacdo de Complemento (RFC) foi utilizada pela primeira vez
para diagnosticar a LV humana, em 1938. Em 1957, pesquisadores brasileiros
descreveram a RFC para inquéritos caninos, com antigeno extraido do bacilo da
tuberculose, concluindo que, esta técnica possuia sensibilidade e especificidade
melhores que os exames diretos. Com a demonstracdo da possibilidade de aplicacdo da
RFC em eluatos de sangue colhidos em papel de filtro, essa técnica tornou-se
largamente difundida, com a vantagem sobre os demais métodos soroldgicos de ndo
apresentar reagdes cruzadas com outras enfermidades, mesmo quando se utilizam
antigenos heter6logos. Contudo, reacdes cruzadas em titulos baixos com a doenga de
Chagas e a leishmaniose tegumentar americana (LTA) podem ocorrer (ALVES;

BEVILACQUA, 2004).

2.3.2. Reacao de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI)

A RIFI, utilizada a partir da década de 60, demonstra sensibilidade que varia de
90 a 100% e especificidade aproximada de 80% para amostras de soro. A especificidade
desse teste € prejudicada devido a presenga de reagdes cruzadas com doengas causadas
por outros tripanossomatideos, como o da doenca de Chagas e os da LTA. A utilizacdo
de formas amastigotas de Leishmania leishmania donovani como antigeno nas RIFI
aumenta significativamente a sensibilidade, sem perder a especificidade do teste,
resultando em uma maior precocidade do diagndstico frente a animais assintomaticos ou
oligossintomaticos (ALVES; BEVILACQUA, 2004).

A RIFI apresenta baixa especificidade, exige na sua execucdo pessoal treinado, é
uma reacdo dispendiosa e ndo estd adaptada para estudos epidemioldgicos em larga
escala. Uma das principais limitacdes da técnica € a ocorréncia de reacdes cruzadas com
leishmaniose tegumentar, doenca de Chagas, maldria, esquistossomose e tuberculose

pulmonar (GONTIJO; MELO, 2004).
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Nos casos de LV, comumente sdo observados titulos elevados de anticorpos no
soro, geralmente superiores a 1:80, sendo que titulos inferiores necessitam de
confirmagdo por outras metodologias (ALVES; BEVILACQUA, 2004). Em cdes, o
resultado considerado reagente é aquele que possua titulo igual ou superior ao ponto de
corte que € a diluicdo de 1:40, mas o teste deve ser repetido em 30 dias para

confirmacdo (Ministério da Satde, 2006b).

2.3.3. Testes de Aglutinacio Direta (DAT) e Fast Agglutination Screening Test
(FAST)

Na ultima década, o DAT tem mostrado em varios estudos sensibilidade de 91 a
100% e especificidade de 72 a 100%. A técnica combina altos niveis de validade
intrinseca e facilidade de execugdo, embora apresente problemas na padronizacio e
controle de qualidade do antigeno e ndo tenha valor no progndstico da doenca. Uma
variagdo da DAT, o Fast Agglutination Screening Test (FAST), vem sendo testada para
aplicabilidade em situagdes epidémicas e para inquéritos populacionais (GONTIO;
MELO, 2004).

O FAST foi criado para deteccdo de anticorpos anti-Leishmania em amostras
sanguineas de cdes com LV. O teste é baseado no DAT, porém combina uma
concentracdo parasitiria mais alta com um menor volume de teste. Em contraste com o
DAT, o FAST utiliza somente uma dilui¢ao soroldgica e os resultados podem ser lidos
dentro de trés horas, enquanto o DAT leva 18 a 20 horas. A técnica permite uma
varredura rdpida de um grande nimero de amostras, 0 que torna o teste muito util em
levantamentos epidemioldgicos de grandes populacdes caninas (SCHALLING et al.,
2002).

Schalling et al. (2002) verificaram que a sensibilidade do FAST foi de 93,6% ¢ a
especificidade foi de 89,0%, enquanto a sensibilidade do DAT foi de 88,6% e a

especificidade de 96,7%. A taxa de concordancia entre os testes foi de 95,7%.
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2.3.4. Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA)

O teste de ELISA é o mais utilizado para imunodiagnéstico de LV. E um teste
rdpido, de fécil execucdo e leitura, sendo um pouco mais sensivel € um pouco menos
especifico que a RIFI. O teste é sensivel, permitindo a deteccdo de baixos titulos de
anticorpos, mas € pouco preciso na detec¢do de casos subclinicos ou assintométicos
(GONTUO; MELO, 2004).

A necessidade de uma técnica com alta sensibilidade e especificidade fez surgir,
a partir da década de 70, muitos estudos avaliando e aprimorando o ELISA-padrio,
assim como, as diversas variacdes de ELISA: Dot-ELISA, Fucose Manose Ligant-
ELISA (FML-ELISA), Bovin e Submaxillary Mucin-ELISA (BSM-ELISA), Fast-
ELISA, Micro ELISA, entre outras. A utilizagdo de antigenos recombinantes ou
purificados como as glicoproteinas de membranas gp63, gp72, gp70 e rK39 especificas
do género Leishmania, melhoram a sensibilidade e a especificidade da técnica.
Entretanto, reacdes cruzadas com enfermidades causadas por outros tripanossomatideos
ainda podem ocorrer (ALVES; BEVILACQUA, 2004).

O ELISA consiste na reacdo de anticorpos presentes nos soros com antigenos
soluveis e purificados de Leishmania obtidos a partir de cultura in vitro. Esse antigeno é
adsorvido em microplacas e os soros diluidos (controle do teste e das amostras) sdo
adicionados posteriormente. A presenca de anticorpos especificos no soro vao se fixar
aos antigenos. A visualizacdo da reacdo ocorre quando adicionada uma anti-
imunoglobulina de cdo marcada com a enzima peroxidase, que se ligard aos anticorpos
especificos caso estejam presentes, gerando um produto colorido que poderé ser medido
por espectrofotometria. O resultado considerado reagente é aquele que apresente o valor
da densidade dtica igual ou superior a trés desvios-padrdo do ponto de corte (Cut-Off)
do resultado do controle negativo (Ministério da Sauide, 2006b).

Pappas et al. (1983) ja observaram que na realizagdo do Dot-ELISA para
diagnéstico da LV humana, ocorreu reagdo cruzada com tripanossomiase, doencga de
Chagas e lupus eritematoso. No entanto, ji nesta época, comentava-se a importancia

deste teste econdmico e rapido no diagndstico da LV.
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Cabrera et al. (1999) encontraram 100% de sensibilidade e 100% de
especificidade em um estudo utilizando o FML-ELISA, detectando a soropositividade

90 a 120 dias ap0s a infecgdo.
2.4. Reacao em Cadeia Polimerase (PCR)

A partir da década de 80, vdrias técnicas de biologia molecular foram
desenvolvidas para a detec¢do e identificagio precisa dos parasitas do género
Leishmania, sem necessidade de isolamento do parasita em cultura (GONTIJO; MELO,
2004).

Recentemente, desenvolveu-se a técnica de Reacdo em Cadeia Polimerase
(PCR), que € a mais especifica e sensivel. Com essa técnica € possivel identificar e
ampliar seletivamente o DNA do cinetoplasto do parasita. No campo, seu uso ainda é
limitado pelo custo (ALVES; BEVILACQUA, 2004).

Este método amplifica o DNA do parasita e constitui-se em uma nova
perspectiva para o diagndstico da LV, pois apresenta 94% de sensibilidade. Entretanto,
os seus resultados dependem de algumas varidveis envolvidas, entre elas temos: 4rea
endémica; o tipo de amostra; o alvo do DNA utilizado para amplificacdo; o método de
extragdo do DNA (Ministério da Satide, 2006b).

Diferentes tipos de amostras bioldgicas, tais como aspirados esplénicos, de
medula 6ssea, de linfonodos, sangue total, camada leucocitdria, cultura e sangue
coletado em papel-filtro podem ser utilizados como fonte de material para as reacdes
(GONTIJO; MELO, 2004). A amplificacdo de fragmentos de DNA de Leishmania pela
PCR tem sido realizada a partir de diferentes tecidos bem como de aspirado de
linfonodos, medula 6ssea e de leucdcitos de sangue periférico. O uso de sangue
periférico apresenta a vantagem de ser um processo de coleta fécil, menos invasivo, mas
que pode resultar em menor sensibilidade do teste devido a baixa parasitemia dos
animais infectados (NUNES et al., 2007).

Virios sistemas baseados em PCR tém sido desenvolvidos para Leishmania. O

melhor alvo para PCR e para as sondas de DNA tem sido o DNA presente nos
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minicirculos do cinetoplastos (kDNA) da regido conservada ou a amplificacdo do
minicirculo completo (GONTIJO; MELO, 2004). A maioria dos pesquisadores, baseia-
se na amplificacdo de fragmento da regido conservada do minicirculo de kKDNA por
estes estarem presentes em 10.000-20.000 cépias e por ser a amplificagdo da regido
conservada 10 vezes mais sensivel que a da regido varidvel (NUNES et al., 2007).

Nunes et al. (2007) em um estudo avaliando a eficiéncia desta técnica no
diagndstico da LV canina, realizaram a extracio de DNA do sangue periférico apés
digestdo com proteinase K (0,5ng), extragdo com fenol/cloroférmio/dlcool isoamilico
(25:24:1) e precipitacdo com etanol. A amplificacdo do DNA de minicirculos de kDNA
de Leishmania spp. foi realizada pela PCR utilizando-se os primers 13A (5-GTG GGG
GAG GGG CGT TCT -37) e 13B (5-ATT TTA CAC CAA CCC CCA GTT-3)
previamente descritos por outros pesquisadores. As reagdes foram realizadas em
duplicata, contendo 5Spul de tampdo de reagdo 10x (Invitrogen®,Carlsbad, California),
1,25 mM de cada desoxinucleotideo trifosfato, 1,5mM MgCl2, 0,2uM de cada primer,
2U de Taq DNA polimerase recombinante (Invitrogen®, Carlsbad, California) e Spl de
DNA em um volume final de 50ul. As amostras foram amplificadas em aparelho
termociclador (MJ Research Thermal Cycler) com desnaturacdo inicial a 95°C por 5
minutos, sendo seguido por 35 ciclos de 95°C por 30 segundos para desnaturacdo, 63°C
por 45 segundos para associacdo, 72°C por 30 segundos para extensdo e 72°C por 5
minutos para extensdo final. A verificagdo da amplificacdo dos fragmentos de DNA de
120pb foi feita com 10pul do produto de PCR por eletroforese em gel de poliacrilamida a
8%, corado com nitrato de prata.

Nunes et al. (2007) ressaltam que, de modo geral, hd grande varia¢do na
sensibilidade do método de PCR, particularmente no que se refere ao método de
extragdo de DNA utilizado, da escolha dos oligonucleotideos iniciadores, das amostras
clinicas utilizadas, bem como do tempo de infec¢do. Neste trabalho, os
oligonucleotideos escolhidos amplificaram um fragmento de minicirculos de DNA de
cinetoplasto que resultou em melhor limiar de deteccdo, porém, a qualidade das
amostras clinicas pode influenciar os resultados de sensibilidade e especificidade

observados na PCR. Os pesquisadores verificaram uma baixa sensibilidade (55%) e
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especificidade (66,3%) da técnica, mas existem inimeras razdes para esta ocorréncia: as
colheitas de sangue total realizadas por agentes de satide, que ndo estdo acostumados a
homogeneizar as amostras, resultaram em amostras com presengca de codgulos que
dificultaram a extracdo do DNA alvo. Outro fator que pode colaborar para a baixa
sensibilidade da PCR em amostras de sangue é o grau de parasitemia dos animais
infectados.

Meétodos de hibridizagdo com sondas especificas e técnicas de amplificacdo de
acidos nucléicos, incluindo a reagdo em cadeia da polimerase - transcriptase reversa
(RT-PCR) para deteccdo de RNA e PCR para deteccdo de DNA, estdo disponiveis para
identificacdo do parasita (GONTIJO; MELO, 2004). A associag¢do da hibridizacdo com
sonda de DNA radioativamente marcada pode favorecer o desempenho da PCR, no
entanto, a hibridizacdo é um procedimento mais demorado, que oferece riscos ao
operador, além da necessidade de adequacdes fisicas para o desenvolvimento desta
metodologia, o que justifica a diminui¢do de sua aplicacdo mais recentemente (NUNES
et al., 2007).

Nos estudos com LV, a PCR tem sido utilizada com varias finalidades além do
diagndstico, tais como o monitoramento do tratamento e estudos epidemioldgicos. Esta
técnica tem sido descrita como um método sensivel para a detec¢do do parasita,
independente da imunocompeténcia ou da histdria clinica do paciente. Muitos centros
de pesquisas t€ém avaliado o uso da PCR para o diagnéstico de LV utilizando o sangue
periférico, considerando que a bidpsia esplénica e a puncdo de medula éssea ndo sdo
técnicas adequadas para uso fora do ambiente hospitalar (GONTIJIO; MELO, 2004).

Apesar de ser um método sensivel para a deteccdo de Leishmania em uma
variedade de materiais clinicos de humanos e cdes, ¢ um método mais utilizado em
estudos epidemioldgicos do que no diagndstico de rotina. Para utilizagdo em larga
escala, ajustes sdo necessdrios para se tornar mais simples e com custo operacional mais
baixo (GONTLIO; MELO, 2004).

Na era pés-gendmica hd um nimero crescente de sequéncias de nucleotideos de
DNA de Leishmania, obtidos ndo s6 no projeto genoma, mas também de trabalhos

individuais. Esses dados podem ser utilizados para estudar a funcio de diversos genes,
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podendo esclarecer aspectos da relacdo hospedeiro/parasita e eventualmente serem
utilizados como instrumento de diagndstico e ainda indicar possiveis alvos

quimioterapicos (GONTIJO; MELO, 2004).
3. CONSIDERACOES FINAIS

Diante de tantos recursos biomoleculares para realizagdo do diagndstico precoce
da LV, uma doenca de forte impacto, em pleno crescimento no pais, € obrigagdo do
médico veterindrio ter conhecimento dos principais métodos utilizados atualmente.

Além disso, novas técnicas estdo sendo estudadas, com o objetivo de obter o
diagnéstico cada vez mais cedo. Ainda existem dudvidas e oportunidades para
aprimoramento destes métodos, por isso, os pesquisadores devem investir no estudo
quanto a eficiéncia desses métodos, seu aprimoramento, padronizagdo de passos, ou o
estudo de novos métodos dentro da biologia molecular, visando dar um passo a frente

neste contexto.
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