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RESUMO
A Leishmaniose é uma doença de preocupação crescente em todo mundo, apesar de ser das doenças tropicais, a mais negligenciada. Caracteriza-se por ser uma patologia multissistêmica grave de evolução crônica, que afeta canídeos. O agente responsável é o protozoário Leishmania spp, o qual também é responsável pela leishmaniose visceral humana. O objetivo desse ensaio é identificar padrões espectrais específicos de biomarcadores moleculares utilizando o método Espectroscopia Raman, de modo a distinguir cães saudáveis de infectados através de uma metodologia rápida e segura e assim permitir o estadiamento, controle e diminuição na incidência da doença, tendo como apoio à literatura pesquisada.
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INTRODUÇÃO
A leishmaniose é uma zoonose causada por parasitos do gênero Leishmania spp e, apesar de negligenciada é de grande importância em saúde pública, não somente pela sua letalidade, mas como pela sua capacidade de dispersão    afetando grande da população em diversos continentes. Seus parasitos intracelulares, são transmitidos através da picada do inseto vetor,o flebotomíneo do gênero Lutzomya sp. O cão é considerado como reservatório doméstico, principalmente da espécie L. infantum mas que também podem desenvolver a doença ou se comportar de modo assintomático. A leishmaniose canina pode se apresentar sob várias formas clínicas, ao que parece estar associado ao grau de parasitismo. Seus sinais clássicos decorrem como uma doença crônica como anemia, linfadenomegalia, pirexia intermitente, lesões cutâneas esfoliativas , ulcerações, alopecia e com avançar da doença ou até mesmo pelo comprometimento da imunidade pela presença de outras doenças debilitantes ( ehlichiose canina e babesiose, por exemplo), podem surgir sintomas mais severos, tais como a insuficiência renal, hepatoesplenomegalia, perda de peso, onicogrifose, ascite, epistaxe, entre outros. No entanto, ainda se percebe uma grande lacuna na literatura em relação a esse grau de parasitismo no cão de modo a promover tanto a sua condição de doente, como na capacidade de influenciar na transmissão através dos vetores (Costa, 2024). Além disso, não se tem estudo na literatura de biomarcadores específicos sejam eles hematológicos, imunológicos ou bioquímicos que possam correlacionar à infectividade do cão, para assim se permitir fazer o estadiamento da doença, controlar sua transmissão e diminuir sua incidência. Nesse contexto, a espectroscopia Raman pode representar uma metodologia viável para a triagem de difusão da Leishmania em populações caninas sintomáticas ou assintomáticas, devido à sua capacidade diagnóstica dos compostos bioquímicos e suas alterações de modo que se incentive novas investigações e pesquisas diminuindo as dificuldades técnicas e operacionais no controle da doença. A espectroscopia Raman é uma técnica de análise molecular que se utiliza da interação de fótons e moléculas para fornecer informações sobre a estrutura de substâncias. O fenômeno de espalhamento inelástico da luz confere uma troca de energia vibracional entre a amostra e o fóton, resultando em uma diferença na freqüência vibracional entre a luz incidente e a espalhada e consequentemente produzirá espectros que contém informações relativas às ligações químicas e simetria de uma molécula específica (Vennuti et al., 2019). Assim sendo, a técnica espectroscopia Raman combinada com ferramentas estatísticas se torna uma grande aliada no diagnóstico clínico aplicada na detecção de doenças desde as neoplasias (Feng, X. et al.,2018) a doenças infecciosas, neurodegenerativas (Ryzhikova, E. et al. 2019) ou inflamatórias. Portanto, o objetivo deste estudo diz respeito a uma metodologia eficaz, versátil e rápida capaz de realizar uma análise comparativa dos biomarcadores moleculares entre cães infectados e não infectados. A pesquisa busca identificar padrões espectrais específicos utilizando para isso análises estatísticas como Análise de Componentes Principais (PCA) e quimiometria conferindo credibilidade aos dados obtidos nesse estudo.
                                                                                                                                   MÉTODO
Foi realizado um levantamento bibliográfico nos bancos de dados, Pubmed, Bireme, Google Acadêmico, etc. com as palavras-chaves: Leishmania, diagnóstico, cães, biomarcadores, espectroscopia Raman, nos idiomas português e inglês.
RESULTADOS E DISCUSSÃO
Os resultados preliminares indicam uma presença de picos Raman específicos que são distintos em cães com leishmania, em comparação com cães saudáveis. Os biomarcadores identificados incluem variações nas intensidades dos picos correspondentes a proteínas, lipídeos e ácidos nucléicos, o que reflete às alterações bioquímicas associadas à infecção. Além disso, as análises estatísticas sejam a PCA ou ROC (Guiseppe et al.,2022) revelam uma separação entre os grupos estudados, demonstrando o potencial da técnica em fornecer uma “assinatura” molecular única para Leishmaniose Canina. Veetil et al.,2023 utilizou a espectroscopia Raman e a quimiometria para caracterizar bioquimicamente a L. major e os macrófagos por ele parasitados, utilizando-se da técnica para distinguir entre as formas parasitárias amastigotas e promastigotas, e os dados estatísticos obtidos por PCA e Análise Hierárquica não Supervisionada de Agrupamentos (UHCA). Nesse artigo, os autores observaram que a variância máxima entre os grupos de macrófagos infectados e não infectados é visível na referência lipídica (93,20%) em comparação com a região da impressão digital. As contribuições dos ácidos nucléicos em 805, 767, 742 cm-1 (DNA/RNA) e 568 cm-1 (citosina/guanina) demonstradas indicam a presença de infecção em comparação com o grupo não infectado. Há também o acúmulo de lipídeos próximos de vacúolos parasitóforos (PVs),o que é um fato esperado se levar em consideração que a leishmânia perturba a homeostase do colesterol e triglicerídeos, levando acúmulo no citosol. Em seu estudo piloto Porto et al., 2024 também encontrou contribuições de nucleobases citosina/guanina (569 e 860 cm-1), bem como a presença de colesterol em 1662 cm-1, com intensidade elevada no grupo Leishmania em relação ao grupo Controle sugerindo seu acúmulo no citoplasma. A mesma autora percebe também o pico 1032 cm-1 como sendo proteínas e/ou fosfolipídeos e 1343 cm-1 a amida III, confirmando o papel fundamental desses componentes provenientes do metabolismo na patogênese da doença. Dados bem similares foram obtidos por Guiseppe et al.,2022 mas nesse artigo, os autores fornecem uma colaboração a respeito da freqüência espectral de 1250 cm-1 que corresponde a proteína leucina. Esta proteína é importante quando se refere a modificações das estruturas bioquímicas sofridas pela relação parasita-hospedeiro, pois sendo ela uma proteína primária da membrana do antígeno (PSA2) encontra-se interagindo com os macrófagos do hospedeiro e assim resiste à lise do complemento (Devault, 2018), conseguindo invadir a célula. Portanto é por meio da leucina que o parasito em sua forma amastigota interage com os macrófagos do hospedeiro, resistindo à sua destruição pelas células do vertebrado. Registram-se através de alguns estudos aqui exemplificados, que a técnica espectroscopia Raman mostra-se promissora na detecção de biomarcadores presentes em soro de cães com leishmaniose. A precisão e a sensibilidade dessa metodologia foram determinadas através de análises estatísticas em todos os experimentos e, os resultados obtidos pelo Raman foram confirmados pelas técnicas padrão ouro. Necessário salientar que a quantidade de amostras em todos os trabalhos não foram suficientes para formular considerações conclusivas, mas de modo algum invalida a técnica. Aqui cabe ressaltar a importância de se continuar com esse estudo, de modo a englobar demais doenças de patogênese semelhante e assim se determinar a relação entre as perturbações orgânica/metabólica particulares em cada uma das doenças.

CONCLUSÃO
Espera-se que a espectroscopia Raman se torne uma ferramenta diagnóstica para a detecção de cães afetados pela Leishmaniose, bem como apresentar referências como diagnóstico diferencial.
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