
i 
 

               

                                                                  

MINISTÉRIO DA EDUCAÇÃO 

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SERGIPE 

DEPARTAMENTO DE MEDICINA VETERINÁRIA DO SERTÃO 

   

  

  

TRABALHO DE CONCLUSÃO DO ESTÁGIO SUPERVISIONADO OBRIGATÓRIO 

NA ÁREA DE DOENÇAS PARASITÁRIAS DOS ANIMAIS 

  

 

PESQUISA DE kDNA DE Leishmania infantum (Kinetoplastida: Trypanosomatidae) 

EM BULBO E HASTE PILOSA DE PACIENTES CANINOS  

 

 

CAMENAS VIEIRA BARATA         

       

 

 

 

 

 NOSSA SENHORA DA GLÓRIA - SE 

2023 

 



ii 
 

 

 

CAMENAS VIEIRA BARATA 

 

 

 

Trabalho de Conclusão do Estágio Supervisionado Obrigatório na área Doenças Parasitárias 

dos Animais 

 

Pesquisa de kDNA de Leishmania infantum (Kinetoplastida: Trypanosomatidae) em bulbo e 

haste pilosa de pacientes caninos  

 

 

 

Trabalho de Conclusão de Curso 

(TCC) e relatório de Estágio 

Supervisionado Obrigatório 

(ESO) do Departamento de 

Medicina Veterinária do Sertão 

(DMVS) da Universidade Federal 

de Sergipe (UFS) - Campus 

Sertão, como requisito final para 

obtenção do título de Bacharel em 

Medicina Veterinária. 

 

 

 

 

NOSSA SENHORA DA GLÓRIA - SE 

2023 



iii 
 

 

CAMENAS VIEIRA BARATA  

 

TRABALHO DE CONCLUSÃO DO ESTÁGIO SUPERVISIONADO OBRIGATÓRIO 

NA ÁREA DE DOENÇAS PARASITÁRIAS DOS ANIMAIS 

PESQUISA DE kDNA DE Leishmania infantum (Kinetoplastida: Trypanosomatidae) 

EM BULBO E HASTE PILOSA DE PACIENTES CANINOS  

 

Aprovada em ______/____/_____  

Nota:__________ 

BANCA EXAMINADORA:  

___________________________________________ 

Prof. Dr. Victor Fernando Santana Lima   

Departamento de Medicina Veterinária do Sertão – UFS - Campus do Sertão  

(Orientador)  

  

___________________________________________ 

Profa. Dra. Geyanna Dolores Lopes Nunes  

Departamento de Medicina Veterinária do Sertão – UFS - Campus do Sertão o 

  

___________________________________________ 

Profa. Dra. Glenda Lídice de Oliveira Cortez Marinho  

Departamento de Medicina Veterinária do Sertão – UFS - Campus do Sertão 

 

 

Nossa Senhora da Glória – SE 

 2023 



iv 
 

IDENTIFICAÇÃO 

  

Discente: Camenas Vieira Barata 

Matrícula: 201900121844 

Orientador: Prof. Dr. Victor Fernando Santana Lima 

 

 

LOCAL DO ESTÁGIO:  

 

1- Laboratório de Doenças Parasitárias (LDP/UFRPE). Endereço: Rua Dom Emanuel de 

Medeiros S/N, Bairro Dois Irmãos na Cidade de Recife-Pernambuco. Tel: 3320-6422  

 

- Supervisor: Prof. Dr. Leucio Câmara Alves  

 

- Titulação/Área: Médico Veterinário, Pós- Doutor, Professor Titular  

 

- Período:12/06/2023 a 06/10/2023, com 8 horas diárias, totalizando carga horária de 664 horas. 

 

COMISSÃO DE ESTÁGIO DO CURSO: 

Profª Dra. Glenda Lídice de Oliveira Cortez Marinho  

Profª Dra. Paula Regina Barros de Lima  

Profª Dra. Roseane Nunes de Santana Campos  

Profª Dra. Kalina Maria Medeiros Gomes Simplicio 

 

 

 

 

 

 

 

 



v 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dedico este trabalho a meu pai José (in 

memoriam) e minha mãe Suzy por todo o 

cuidado, amor e incentivo. 

 

 

 



vi 
 

AGRADECIMENTOS 

Agradeço primeiramente a Deus e Nossa Senhora Aparecida, por estarem sempre comigo, me 

iluminando, abençoando e guiando durante toda a minha vida. 

A minha mãe Suzy, pois, esteve presente me auxiliando e sonhando os meus sonhos durante a 

árdua trajetória da faculdade. Agradeço por todo apoio e por ser sempre minha conselheira, 

todos os seus ensinamentos foram essenciais para minha formação. Também agradeço a minha 

irmã Mainá por todo carinho. 

Agradeço ao meu pai José (in memoriam) que sempre foi um dos meus exemplos para alcançar 

meus objetivos. Agradeço a sua preocupação e cuidado ao longo de toda a minha vida. Saudades 

eternas, pai. 

Ao meu namorado, amigo e companheiro de vida Matheus, por todo o carinho, cuidado e 

amizade. Agradeço por ter me auxiliado nas atividades diárias da universidade, e sempre ser 

meu colo amigo. Agradeço por todos os momentos que você esteve comigo e assim diminuindo 

o fardo do cotidiano.  

Ao meu orientador o Prof. Dr. Victor Fernando que é um exemplo como médico veterinário e 

como pessoa. Agradeço por todas as oportunidades que o senhor me deu e por sua amizade. 

Ao meu supervisor de estágio o Prof. Dr. Leucio Alves, sou grata por esse encontro e por todos 

os ensinamentos que adquiri na minha passagem pela UFRPE. 

As amizades que fiz durante o Estágio Obrigatório Supervisionado, principalmente a Samara, 

que foi amiga e professora durante todo o meu estágio. A Carina que separou seu tempo para 

me ensinar com paciência e cuidado. 

Agradeço a todos que fazem parte do LDP da UFRPE, em especial a Lara, Laura, Leticia, 

Myllena e Wanessa, obrigada pelas conversas e boas risadas. 

Aos professores da Universidade Federal de Sergipe - campus Sertão, em especial a Clarice, 

Thiago e André Pessoa, que além de ótimos profissionais são pessoas com um grande coração. 

Serei sempre grata por ter tido o privilégio de ser aluna de vocês. 

 



vii 
 

 

Aos amigos que fiz durante a graduação, em especial a Lorena que esteve presente nos altos e 

baixos do dia a dia da faculdade. Obrigada por ter sido amiga e ouvinte em momentos difíceis. 

Agradeço também a Allan, por nossas conversas sempre leves e por nossa amizade. 

Agradeço a Dory, minha filha de quatro patas, por ser minha companheira desde o início da 

graduação, me proporcionando alegria todos os dias. 

A todos os animais que fizeram parte da pesquisa 

Por fim, agradeço a todos aqueles que, porventura, eu tenha omitido. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



viii 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

"O tempo é teu capital; tens de o saber utilizar. 

Perder tempo é estragar a vida." (Franz Kafka) 

 



ix 
 

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS 

 

%: Porcentagem  

®: Marca Registrada  

µL: Microlitro 

DNA: Ácido desoxirribonucleico 

EDTA: Ácido Etilenodiamino Tetra-Acético 

EPI 's: Equipamentos de Proteção Individual 

ESO: Estágio Obrigatório Supervisionado 

IgG: Imunoglobulina G  

kDNA: DNA do cinetoplasto 

LCan: Leishmaniose Canina 

PAAF: Punção Aspirativa por Agulha Fina 

PCR: Reação em Cadeia da Polimerase 

RIFI: Reação de Imunofluorescência Indireta  

SRD: Sem Raça Definida 

TCC: Trabalho de Conclusão de Curso  

Th1: T helper 1  

Th2: T helper 2  

TR DPP: Teste rápido - Dual Path Platform - Leishmaniose Visceral Canina 

 

 

 

 

 



x 
 

LISTA DE FIGURAS 

Figura 1. Fachada e área externa do Hospital Veterinário Escola da Universidade Federal Rural 

de Pernambuco (HOVET/UFRPE)............................................................................................2 

Figura 2. Laboratório de Doenças Parasitárias (LDP).............................................................3 

Figura 3. Áreas internas do LDP/UFRPE................................................................................4  

Figura 4. Ácaros e piolhos de animais domésticos avaliados no LDP/UFRPE período de 12/06 

a 06/10 de 2023..........................................................................................................................5  

Figura 5. Hemoparasitos identificados no LDP/UFRPE durante o período de 12/06 a 06/10 de 

2023...........................................................................................................................................7  

Figura 6. Parasitos gastrointestinais identificados em amostras fecais no LDP/UFRPE, 

entre12/06 e 06/10 de 2023........................................................................................................8 

Figura 7. Técnica de coprocultura realizada no LDP/UFRPE visando a obtenção de larvas de 

nematódeos gastrintestinais em ruminantes..............................................................................9 

Figura 8. Alterações clínicas observadas em cães atendidos no ambulatório de leishmanioses 

do LDP/UFRPE durante o período de 12/06 a 06/10 de 2023. ................................................11   

Figura 9. Ciclo biológico dos protozoários do gênero Leishmania sp......................................15  

Figura 10.  Diagnóstico molecular e parasitológico de cães portadores da leishmaniose.......25 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



xi 
 

LISTA DE TABELAS 

Tabela 1. Frequência de parasitos gastrointestinais diagnosticados pelo método FLOTAC® no 

LDP/UFRPE durante o período de 12/06 a 06/10 de 2023.........................................................8 

Tabela 2. Taxa de positividade de técnicas aplicadas a triagem e diagnóstico de cães atendidos 

no serviço ambulatorial especializado em leishmaniose do HOVET/UFRPE durante o período 

de 12/06 a 06/10 de 2023...........................................................................................................10 

Tabela 3. Número de animais com manifestações clínicas categorizadas por sistema orgânico, 

oriundos do serviço ambulatorial especializado em leishmaniose do HOVET/UFRPE no 

período de 12/06 a 06/10 de 2023..............................................................................................10 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 



xii 
 

SUMÁRIO 

1. INTRODUÇÃO ...................................................................................................................... 1 

2. RELATÓRIO DO ESTÁGIO SUPERVISIONADO OBRIGATÓRIO ................................ 2 

2.1. LABORATÓRIO DE DOENÇAS PARASITÁRIAS ......................................................... 2 

2.1.1. Descrição do estágio ..................................................................................................... 2 

2.1.3. Descrição das atividades desenvolvidas ....................................................................... 4 

2.2 Casuística .......................................................................................................................... 5 

2.2.1. Exames laboratoriais ..................................................................................................... 5 

2.2.2 Atendimento ambulatorial ............................................................................................. 9 

2.3 Outras atividades desenvolvidas ..................................................................................... 11 

3. REVISÃO DE LITERATURA ............................................................................................ 13 

3.1 Introdução ....................................................................................................................... 13 

3.2 Leishmanioses ................................................................................................................. 14 

3.3. Leishmaniose em cães.................................................................................................... 17 

3.4 Parasitismo de Leishmania sp. em pelo .......................................................................... 18 

4. OBJETIVO ........................................................................................................................... 20 

4.1 Geral ................................................................................................................................ 20 

4.2 Específicos ...................................................................................................................... 20 

5. METODOLOGIA ................................................................................................................. 20 

5.1 Aspectos éticos................................................................................................................ 20 

5.2 Área de estudo................................................................................................................. 21 

5.3 Delineamento experimental e participantes da pesquisa ................................................ 21 

5.4 População canina ............................................................................................................ 21 

5.5 Avaliação clínica ............................................................................................................. 22 

5.6 Coleta de amostras biológicas ......................................................................................... 22 

5.6 Triagem de anticorpos pelo TR DPP® LVC – Bio-Manguinhos ................................... 23 

5.7  Diagnóstico parasitológico............................................................................................. 23 

5.8. Diagnóstico molecular ................................................................................................... 23 

5.8.1.  Extração de DNA ....................................................................................................... 23 

5.8.2. Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) .................................................................... 24 

5.8.3. Eletroforese ................................................................................................................. 24 

5.9. Análise dos dados .......................................................................................................... 25 

7. RESULTADO ...................................................................................................................... 25 



xiii 
 

8. DISCUSSÃO ........................................................................................................................ 27 

9. CONCLUSÃO ...................................................................................................................... 29 

10. CONSIDERAÇÕES FINAIS ............................................................................................. 29 

11. REFERÊNCIAS ................................................................................................................. 30 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



xiv 
 

RESUMO 

O presente trabalho tem como finalidade descrever as atividades desenvolvidas pela discente 

Camenas Vieira Barata ao longo do Estágio Supervisionado Obrigatório (ESO), sendo este 

realizado na área de doenças parasitárias dos animais. As atividades foram efetuadas no 

Laboratório de Doenças Parasitárias (LDP), na Universidade Federal Rural de Pernambuco 

localizado em Recife/PE. Sendo estas iniciadas no dia 12 de junho e finalizadas no dia 6 de 

outubro, totalizando a carga horária de 664 horas. A aluna ficou sob supervisão do Prof. Dr. 

Leucio Câmara Alves e orientação do Prof. Dr. Victor Fernando Santana Lima. Nesse ínterim, 

foi possível para a discente aprimorar e adquirir novos conhecimentos acerca do diagnóstico e 

tratamento das doenças parasitárias. Além de realizar um estudo, no qual foi detectado kDNA 

de Leishmania infantum através de técnicas moleculares aplicadas em bulbo e haste pilosa de 

cães infectados no estado de Pernambuco, sendo este utilizado como o tema para o Trabalho de 

Conclusão de Curso (TCC).  

Palavras-chave: Diagnóstico, Leishmaniose, Parasitologia, Pelo. 
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1. INTRODUÇÃO 

A Universidade Federal de Sergipe (UFS) possui o Estágio Supervisionado 

Obrigatório (ESO) e o Trabalho de Conclusão de Curso (TCC) como duas disciplinas cursadas 

no último ciclo da graduação de Medicina Veterinária. Nesse sentido, durante o estágio o aluno 

deverá cumprir a carga horária de pelo menos 630 horas supervisionado, por um profissional 

habilitado em sua área de interesse. Requerendo ao término, a elaboração de um relatório 

referente ao período de estágio como também, um trabalho científico acerca de um caso clínico 

e/ou pesquisa, que posteriormente será avaliado por uma banca avaliadora sob supervisão do 

orientador. 

Dessa forma, o Estágio Supervisionado Obrigatório (ESO) consiste em uma etapa 

imprescindível, pois, proporciona ao aluno uma oportunidade de vivenciar as atividades 

realizadas na rotina veterinária em sua área de interesse. Neste momento, o discente deverá 

aplicar e aprimorar os conhecimentos adquiridos durante a graduação e desenvolver seu lado 

profissional através da percepção das condutas de médicos veterinários durante a rotina.  

Com isso, a área escolhida pela discente foi a área de doenças parasitárias dos animais 

e o local definido para cumprir este pré-requisito foi o Laboratório de Doenças Parasitárias 

(LDP) da Universidade Federal Rural de Pernambuco, em Recife - PE. Por se tratar de uma 

área ampla, a qual proporciona a vigilância da saúde animal e humana. Desse modo, o ESO 

permitiu a discente, o aprofundamento dos conhecimentos teóricos e práticos em diversas 

técnicas laboratoriais para diagnóstico e estadiamento das doenças parasitárias, bem como, no 

tratamento especializado da leishmaniose canina.  

Portanto, a seguir conta-se o relatório detalhado da estrutura e funcionamento do 

laboratório, como também, as atividades realizadas pela discente e sua casuística de 

atendimentos ambulatoriais e rotina laboratorial durante o período de ESO. Por fim, é 

apresentada a pesquisa simultaneamente desenvolvida, acerca do diagnóstico molecular de 

Leishmania infantum em bulbo e haste pilosa de pacientes caninos. Sendo esta, uma amostra 

biológica alternativa para o diagnóstico da Leishmaniose Canina (LCan), tendo em vista o 

estresse causado nos animais submetidos a diferentes tipos de coletas. Dessa forma, o pelo pode 

ser uma escolha por apresentar alta estabilidade  e dispor de uma coleta simples e não invasiva 

servindo para trabalhos a campo. 
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2. RELATÓRIO DO ESTÁGIO SUPERVISIONADO OBRIGATÓRIO 

2.1. LABORATÓRIO DE DOENÇAS PARASITÁRIAS 

2.1.1. Descrição do estágio 

As atividades foram desenvolvidas no Laboratório de Doenças Parasitárias (LDP), do 

Hospital Veterinário Escola (HOVET) (Figura 1), vinculado ao Departamento de Medicina 

Veterinária (DMV) da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE), situado na Rua 

Manoel de Medeiros, bairro Dois Irmãos, na cidade de Recife - PE.  O qual foi conduzido no 

período de 12 de junho a 6 de outubro de 2023 das 08:00 às 12:00 e das 14:00 às 16:00 de 

segunda a sexta-feira, sob a supervisão do Médico Veterinário, pesquisador e professor titular 

Dr. Leucio Câmara Alves. 

O LDP (Figura 2) é um setor de excelência na detecção de enfermidades parasitárias 

que acometem os animais. Atua como referência no diagnóstico parasitológico, sorológico e 

molecular a partir de técnicas convencionais até as mais modernas na atualidade. O qual 

também se destaca, pela formação especializada através do programa residência em medicina 

veterinária, com enfoque nas doenças parasitárias. Além de dispor de produção científica de 

impacto na área de interesse e redes de apoio nacional e internacional em colaboração nas mais 

diversas pesquisas em parasitologia, justificando a escolha para a realização do ESO. 

 

Figura 1. Fachada e área externa do Hospital Veterinário Escola da Universidade Federal Rural 

de Pernambuco (HOVET/UFRPE). (Fonte: Acervo pessoal, 2023).  
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No LDP são vinculados 35 pesquisadores, entre eles professores, técnicos, mestrandos, 

doutorandos, pós-doutorandos e estagiários. A rotina do setor é dividida em atendimento 

ambulatorial, sendo este especializado em leishmaniose e dirofilariose. Como também, rotina 

laboratorial, sendo o LDP responsável pelo diagnóstico de doenças parasitárias dos animais 

atendidos pelo HOVET  da UFRPE. 

Figura 2. Laboratório de Doenças Parasitárias (LDP). (Fonte: Acervo pessoal, 2023). 

 

O setor dispõe de várias instalações, sendo três salas dos professores, sala de estudo e 

reuniões, banheiro masculino e feminino, copa, sala de diagnóstico sorológico, dois 

almoxarifados, sala de diagnóstico parasitológico de hemoparasitos, sala de biologia molecular, 

sala de microscopia óptica, sala de microscopia de imunofluorescência, sala de diagnostico 

parasitológico de endoparasitos, ectoparasitos e insetário (Figura 3).  

O atendimento ambulatorial de cães infectados com Leishmania sp., são programados 

para quarta, quinta e sexta pela manhã e todos os animais são cadastrados em planilhas do 

Microsoft Excel® e fichas individuais. Os animais recebem o primeiro atendimento sendo 

realizado as coletas e processamento. Após a confirmação da doença, é iniciado o protocolo de 

tratamento e então são acompanhados nos dias 0, 30, 60, 90, 180 e 360.  
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Figura 3. Áreas internas do LDP/UFRPE. A) Sala de diagnóstico de hemoparasitoses; B) Sala 

de identificação de endoparasitos e ectoparasitos; C) Sala de microscopia de 

imunofluorescência; D) insetário; E) e F) Sala diagnóstico molecular. (Fonte: Acervo pessoal, 

2023).  

Em contrapartida, as atividades laboratoriais iniciam com o recebimento do material 

biológico (sangue, fezes, ectoparasitos, entre outras) para pesquisa de parasitos juntamente com 

fichas, as quais apresentam as informações necessárias para liberação dos laudos (identificação 

do animal, número de registro, exame solicitado, médico veterinário responsável, tutor). Em 

seguida, as amostras são processadas e o resultado é encaminhado para o veterinário 

requisitante em aproximadamente 24 horas. 

2.1.3. Descrição das atividades desenvolvidas 

Durante o período de ESO foi possível acompanhar o atendimento clínico e 

estadiamento de cães com leishmaniose, coleta de amostras biológicas e a aplicação de técnicas 

de diagnóstico laboratorial em doenças parasitárias (p.ex.: Parasitológico, sorológico e 

molecular). Bem como, a participação em aulas teóricas e práticas da disciplina de Doenças 

Parasitárias do curso de Medicina Veterinária da UFRPE, organização de eventos na área de 

interesse e de material científico. 
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2.2 Casuística 

2.2.1. Exames laboratoriais 

Durante o período do estágio, foram analisadas um total de 681 amostras biológicas, 

compreendendo os meses de junho (n=135/681; 19,82%), julho (n=217/681; 31,86%), agosto 

(n=205/681; 30,10%), setembro (n=110/681; 16,15%) e outubro (n=14/681; 2,06%). Sendo as 

amostras: sangue (n=219/681; 32,16%), pele e anexos cutâneos (n=133/681; 19,53%) (Figura 

4), fezes (n=117/681; 17,18%), soro (n=98/681; 14,39%), medula óssea (n=55/681; 8,08%), 

linfonodo (n=55/681; 8,08%), conteúdo digestório (Ex.: Bile e etc.) (n=2/681; 0,29%) e 

ectoparasitos (Ex.: Carrapatos) (n=2/681; 0,29%).   

 
Figura 4. Ácaros e piolhos de animais domésticos avaliados no LDP/UFRPE período de 12/06 

a 06/10 de 2023. A) Lynxacarus radovskyi diagnosticado em felino; B) Demodex canis, 

diagnosticado em cão; C) e D) Menopon gallinae macho e fêmea respectivamente 

diagnosticado em galinha (Fonte: Acervo pessoal, 2023). 
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As amostras biológicas foram provenientes de 438 pacientes, dos quais 51,37% eram 

fêmeas (n=225) e 48,63% machos (n=213). Sendo estes distribuídos entre nove espécies 

distintas, tendo maior frequência os cães (n=388/438; 88,58%), seguido pelos equinos 

(n=15/438; 3,42%), ovinos (n=13/438; 2,97%), caprinos (n=9/438; 2,05%) e felinos (n=9/438; 

2,05%). Por fim, os bovinos, bubalinos, aves e suínos com uma taxa individual de 0,23% (n=1). 

Aproximadamente 766 exames foram realizados como representado no gráfico 1, os 

quais consistiram em TR-DPP/LVC (n=187/766; 24,41%), citologia (n=142/766; 18,54%), 

FLOTAC (n=122/766; 15,93%), PCR (n=107/766; 13,97%), ELISA (n=77/766; 10,05%), 

pesquisa de hemoparasitos (n=60/766; 7,83%), Knott (n=31/766; 4,05%), RIFI (n=23/766; 

3,00%), pesquisa de ectoparasitos (n=15/766; 1,96%), identificação de endoparasitos (n=2/766; 

0,26%). 

Gráfico 1. Distribuição de exames realizados no LDP/UFRPE entre o período de 12/06 a 06/10 

de 2023. (Fonte: Acervo pessoal, 2023). 

 

Das 60 solicitações de pesquisas de hemoparasitos recebidas, um total de 15,00% das 

amostras foram positivas para espécies de bactérias intracelulares, protozoários e  nematóides 

sanguíneos (Figura 5). Os quais consistiram em Hepatozoon sp. (5,00%; n=3/60),  Anaplasma 

platys (5,00%; n=3/60), Ehrichlia sp. (3,33%; n=3/60), microfilária (1,67%; n=1/60) e 

Trypanosoma sp. (1,67%; n=1/60). 
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Figura 5. Hemoparasitos identificados no LDP/UFRPE durante o período de 12/06 a 06/10 de 

2023. A) Anaplasma Platys em trombócito canino; B) Mórula de Ehrlichia sp. em neutrófilo 

de cão; C) Microfilária detectada pela técnica de Knott; D) Gametócito de Hepatozoon sp. em 

linfócito canino; E) Forma amastigota de Leishmania sp. Observada em linfonodo canino; e F) 

Trypanosoma sp. detectado em cão. (Fonte: Acervo pessoal, 2023). 

 

Um total de 83 parasitos gastrointestinais foram identificados no exame parasitológico 

de fezes (Tabela 1), sendo o Ancylostoma sp. (n=27; 32,53%) o agente parasitário mais 

frequente, acometendo cães (n=25/27; 92,59%) e gatos (n=2/27; 7,41%). Por outro lado, a 

ocorrência de Toxocara sp. (n=4; 4,82%),  Trichuris sp. (n=1; 1,20%) e Cystoisospora sp. (n=1; 

1,20%) foi detectada unicamente na espécie canina (n=6). Nos animais de produção foram 

detectados ovos do gênero Strongyloides sp. (n=19; 22,89%) e da Superfamília Strongyloidea 

(n=17; 20,48%) entre os animais de produção, como ovinos (n=11; 42,31%), caprinos (n=8; 

30,77%), equinos (n=6; 23,08%) e bovinos (n=1; 3,85%). 
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Tabela 1. Frequência de parasitos gastrointestinais diagnosticados pelo método FLOTAC® 

no LDP/UFRPE durante o período de 12/06 a 06/10 de 2023. 

Parasito (FA/n) (FR/%) Hospedeiro 

Ancylostoma sp. 27 32,53 Cães e gatos 

Strongyloides sp. 19 22,89 Caprinos, ovinos e equinos 

Superfamília Strongyloidea 17 20,48 Caprinos, ovinos e bovinos 

Eimeria sp. 14 16,87 Caprinos e ovinos 

Toxocara sp. 4 4,82 Cão 

Trichuris sp. 1 1,20 Ovino 

Cystoisospora sp. 1 1,20 Cão 

Total 83 100  

Quanto a pesquisa de parasitos gastrointestinais, todos os ensaios realizados no LDP 

foram executados por meio da técnica de FLOTAC®, a qual permite a identificação de ovos, 

larvas, oocistos e cistos em amostras fecais (Figura 6) (CRINGOLI et al., 2010). Sendo 

alcançada uma taxa de detecção de 81,93% helmintos e 18,07% protozoários. 

 

Figura 6. Parasitos gastrointestinais identificados em amostras fecais no LDP/UFRPE, entre 

12/06 e 06/10 de 2023. A) Ancylostoma sp. diagnosticado em cão; B) Ovo da Superfamília 

Strongyloidea observado em bovino; C) Strongyloides sp. detectado em equino; D) Eimeria sp. 

verificado em caprino; E) Trichuris sp. achado em ovino; e F) Cystoisospora sp.  detectado em 

paciente canino. (Fonte: Acervo pessoal, 2023). 
 

 

 

https://www.nature.com/articles/nprot.2009.235#auth-Giuseppe-Cringoli-Aff1
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Nesse sentido, para determinar as espécies de nematódeos encontrados através da 

técnica de OPG, comumente realizava-se a coprocultura dos materiais fecais de acordo com a 

solicitação feita para o laboratório. Entre as principais formas larvais observadas, destaca-se a 

ocorrência de Oesophagostomum sp., Haemonchus sp. e Trichostrongylus sp. como 

demonstrado na Figura 7. 

Figura 7. Técnica de coprocultura realizada no LDP/UFRPE visando a obtenção de larvas de 

nematódeos gastrintestinais em ruminantes. A) Preparo das amostras fecais; B) Cultivo em 

manutenção; C) Recuperação de larvas por hidrotropismo; D) Forma larval de 

Oesophagostomum sp.; e) Haemonchus sp. e Trichostrongylus sp. (Seta vermelha) em estágio 

infectante L3. (Fonte: Acervo pessoal, 2023). 

 

2.2.2 Atendimento ambulatorial 

Durante o período de estágio, foram atendidos 94 animais no ambulatório 

especializado em leishmaniose, sendo estes advindos para o primeiro atendimento (n=64/94; 

67,37%), retorno (n=23/94; 24,21%) e recoleta (n=6/94; 6,32%). Destes, 50,53% eram fêmeas 

(n=48/94) e 48,42% machos (n=46/94), tendo maior ocorrência da enfermidade entre cães Sem 

Raça Definida (SRD) (n=71/94; 75,53%). 
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Quanto aos exames realizados para triagem e diagnóstico da leishmaniose (Tabela 2), 

em 43,18% dos animais foram parasitologicamente positivos em (n=21/94; 22,34%) medula 

óssea (n=44), seguidos por linfonodo quando alterados (n=22/45; 48,89%) e pele quando 

haviam lesões (n=6/25; 24,00%). Enquanto na triagem pelo TR-DPP®/LVC um total de 

45,74% (n=71) dos animais apresentaram anticorpos anti-Leishmania infantum. 

Tabela 2. Taxa de positividade de técnicas aplicadas a triagem e diagnóstico de cães atendidos 

no serviço ambulatorial especializado em leishmaniose do HOVET/UFRPE durante o período 

de 12/06 a 06/10 de 2023. 

Parasito Positivo Negativo (FR/%) 

TR-DPP®/LVC 43 28 60,56 

Medula de óssea 19 25 43,18 

Linfonodo 22 23 48,89 

Pele 6 19 24 

PCR 0 12 0 

Total 90 107   

 

Quanto à classificação dos sinais clínicos identificados nos pacientes caninos 

diagnosticados com leishmaniose, (n=14; 14,74%) animais foram assintomáticos, (n=20; 

21,05%) oligossintomáticos e (n=60; 63,16%) polissintomáticos. Tendo em vista os sistemas 

acometidos nos pacientes, o sistema tegumentar obteve maior ocorrência, abrangendo (52,07%) 

dos casos, seguido pelo sistema visual (18,18%), locomotor (14,05%), digestório (9,09%) e 

geniturinário (6,61%) (Tabela 3). 

Tabela 3. Número de animais com manifestações clínicas categorizadas por sistema orgânico, 

oriundos do serviço ambulatorial especializado em leishmaniose do HOVET/UFRPE no 

período de 12/06 a 06/10 de 2023. 

Classificação das afecções acompanhadas Caninos 

Sistema tegumentar 63 

Sistema digestório 11 

Sistema geniturinário 8 

Sistema visual 22 

Sistema locomotor 17 

Total 121 
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Entre as principais alterações cutâneas, destacaram-se as dermatites do tipo ulcerativa 

(n=27; 28,42%), descamativa (n=18; 18,95%), pustular (n=5; 5,26%) e papular (n=3; 3,16%). 

Enquanto observou-se nos anexos cutâneos a presença de alopecia (n=13/94; 13,83%), 

onicogrifose (n=34/94; 36,17%) e paroníquia (n=2/94; 2,13%). Também estando presentes 

afecções relevantes do sistema visual, como conjuntivite (n=18/94; 81,82%) e 

ceratoconjuntivite (n=4/94; 18,18%) (Figura 8). 

Figura 8. Alterações clínicas observadas em cães atendidos no ambulatório de leishmanioses 

do LDP/UFRPE durante o período de 12/06 a 06/10 de 2023. A) Hiperqueratose em focinho; 

B) Dermatite ulcerativa em região escrotal; C) Alterações oculares em cão (alopecia 

periocular, secreção ocular, hifema); D) Caquexia; E) Alopecia em ponta de cauda; e F) 

Dermatite ulcerativa em mucosa oral. (Fonte: Arquivo pessoal, 2023). 

2.3 Outras atividades desenvolvidas 

Durante o período de estágio, tive a oportunidade de participar semanalmente de aulas 

teóricas e práticas ministradas pelo supervisor, que foram direcionadas para o estudo das 

doenças causadas por helmintos e protozoários em animais de produção e de companhia. Além 

disso, também adquiri experiência prática na identificação de endoparasitos e ectoparasitos em 

animais domésticos através das principais técnicas diagnósticas utilizadas em parasitologia. Por 

fim, fiz parte da comissão organizadora de um evento sobre leishmaniose. 

No âmbito da pós-graduação, acompanhei seminários de pesquisa, cujo objetivo era 

preparar e apoiar o desenvolvimento das pesquisas conduzidas por mestrandos e doutorandos. 
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3. REVISÃO DE LITERATURA  

3.1 Introdução 

As leishmanioses, também conhecidas como calazar, são doenças parasitárias de ampla 

distribuição mundial, causadas por protozoários tripanossomatídeos do gênero Leishmania sp. 

(PAL et al., 2022). No mundo estas afecções cursam com espectro clínico grave, acometendo 

milhões de pessoas em mais de 98 países (SILVA, 2021). Estando na atualidade entre as 

enfermidades tropicais negligenciadas mais prevalentes e de importância em saúde pública 

(SANTANA et al., 2021). 

Uma vez que são consideradas patologias de epidemiologia complexa, as leishmanioses 

ocupam uma variedade de sistemas ecológicos, expressando em sua predominância, a 

ocorrência em regiões tropicais e subtropicais (SEBASTIÁN-PÉREZ et al., 2022). Dessa forma, 

é apontado como um problema fortemente presente em países em desenvolvimento, do qual 

resulta em cerca de 20.000 a 40.000 mortes anuais e 1 bilhão de pessoas em exposição em áreas 

endêmicas (ARULEBA et al., 2020; SILVA; STEBUT, 2021). 

Nas Américas as leishmanioses são consideradas afecções presentes em diferentes 

países, com destaque para o Brasil, o qual concentra 90% dos casos humanos (DONATO et al., 

2020). No local, a ocorrência da enfermidade é atribuída a pelo menos dois subgêneros, entre 

eles subgênero Leishmania: Leishmania ((L.) infantum e Leishmania (L.) amazonensis)  e ao 

Viannia: (Leishmania (V.) guyanensis, Leishmania (V.) lainsoni, Leishmania (V.) shawi, 

Leishmania (V.) naiffi, Leishmania (V.) lindenbergi e Leishmania (V.) braziliensis) (GONTIJO; 

CARVALHO, 2003; SILVA, 2008). 

Quanto transmissão das leishmanioses, estas ocorrem através de insetos flebotomíneos 

fêmeas (Ordem: Díptera; Subordem: Nematocera; Família Psychodidae; subfamília: 

Phlebotominae) (VATANDOOST et al., 2018). A nível global, aproximadamente 1000 espécies 

foram descritas, (SHIMABUKURO et al., 2017; KILLICK-KENDRICK, 1990). Ademais, os 

gêneros Lutzomyia sp., Phlebotomus sp. e Sergentomyia sp. são os mais estudados com 

participação em sua epidemiologia (CECÍLIO et al., 2022). 

O ciclo biológico do parasito do gênero Leishmania sp. possui o cão como principal 

reservatório, o qual pode apresentar diferentes manifestações clínicas outros hospedeiros 

(SILVA et al., 2017). Dessa forma, quando parasitados a leishmaniose pode ser clinicamente 
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classificada em: Leishmaniose Visceral (LV), Leishmaniose Cutânea (LC), Leishmaniose 

Cutânea Localizada (LCL), Leishmaniose Mucocutânea (MCL) e Leishmaniose Cutânea Difusa 

(DCL) (NYLÉN; EIDSMO, 2012; SCORZA, 2017) 

No Brasil, o diagnóstico da LCan é realizado através de testes sorológicos e 

parasitológicos, ambos, com níveis variados de sensibilidade (SOLANO-GALLEGO, 2011). 

Entretanto, as técnicas moleculares também são uma opção viável alcançando ótimos 

resultados, uma vez que, possuem 100% de especificidade, o que tem impulsionado seu 

aprimoramento nos dias atuais (DUARTE et al., 2006; (GALLUZZI et al., 2018; MENÊSES, 

2019; MARCELINO et al., 2020).  

Uma vez que, os métodos convencionais as vezes requerem procedimentos complexos 

para obtenção de amostras, estudos utilizando abordagens não invasivas estão sendo realizados 

para identificação de pacientes com essa enfermidade (MIRZAEI et al., 2018). Dessa forma, o 

presente trabalho utilizou a PCR qualitativa para a pesquisa de kDNA de Leishmania infantum 

em bulbo e haste pilosa de pacientes caninos  

 

3.2 Leishmanioses 

As leishmanioses são um complexo de doenças causadas por protozoários da família 

Trypanosomatidae e gênero Leishmania sp. (BANETH; SOLANO-GALLEGO, 2022). 

Atualmente, 31 espécies são reconhecidas por parasitar mamíferos, e 20 por parasitar humanos 

(AKHOUNDI et al., 2016).  Essas infecções podem se manifestar por meio de diferentes 

padrões clínicos, que variam desde a forma: cutânea, cutânea difusa, mucocutânea, difusa e 

visceral (SAMPAIO et al., 2021; SAFAVI et al., 2021; COWAN et al., 2023). 

A transmissão da leishmaniose ocorre principalmente através da forma vetorial, por 

meio da fêmea do inseto flebotomíneo (QUINNELL; COURTENAY, 2009). Estes dípteros 

estão contidos na subfamília Phlebotominae, a qual é classificada em seis gêneros: Phlebotomus 

sp., Sergentomyia sp. e Chinius sp. do Velho Mundo, e Lutzomyia sp., Brumptomyia sp. e 

Warileya sp. do Novo Mundo (MAROLI, et al., 2013; AKHOUNDI et al., 2016). 
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Embora o ciclo epidemiológico da leishmaniose tenha sido mais amplamente estudado 

em seres humanos e cães, cerca de 70 espécies de animais já foram documentadas como 

hospedeiros dos parasitos do gênero Leishmania sp.. Entre essas espécies, destacam-se os 

lagomorfos, roedores, xenartros, felinos, marsupiais e bovinos (TSAKMAKIDIS et al., 2017; 

LAINSON et al., PEREIRA; MAIA 2021; VIOTI et al., 2019).  

O ciclo de transmissão do protozoário Leishmania sp. inicia quando a fêmea dos 

vetores flebotomíneos realizam o repasto sanguíneo inoculando na pele do animal a 

promastigota metacíclica (Figura 9) (TURCO; DESCOTEAUX, 1992). Posteriormente 

macrófagos e neutrófilos são recrutados para o local da picada, bem como, as células de 

langerhans e fibroblastos (PETERS, 2008; JOHN; HUNTER, 2008). Assim, o parasito se fixa 

a célula hospedeira através do seu flagelo, o qual possui moléculas (GLPs e gp63) que se ligam 

a receptores dos macrófagos (CR1 e CR3), realizando a internalização do parasito (RUSSELL; 

WILHELM, 1986; TURCO; DESCOTEAUX, 1992).  

 

 

Figura 9. Ciclo biológico dos protozoários do gênero Leishmania sp. (Fonte: Sheikh, et al., 

2020).  
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Os parasitos do gênero Leishmania sp. então são fagocitados por macrófagos, onde se 

fixam dentro dos vacúolos parasitóforos (STUART et al., 2008; YOUNG; KIMA, 2019). Os 

macrófagos se movem da pele para os linfonodos locais com as amastigotas, onde então ocorre 

a disseminação para medula óssea, baço e outros órgãos infectando novas células (ZHANG et 

al., 2022).  

Tendo em vista a carga parasitária presente na pele do cão, ocorre a infecção de um 

novo flebotomíneo após repasto sanguíneo no cão infectado (ARUMUGAM et al., 2022). Os 

macrófagos contendo as amastigotas Leishmania sp. no trato digestivo médio do flebotomíneo, 

como consequência da alteração do pH e temperatura, se transformam em promastigotas 

procíclicas e se multiplicam (DOSTÁLOVÁ; VOLF, 2012). Após esta etapa, ainda se 

diferenciam em outras duas formas, sendo elas: promastigotas nectomonadas longas, 

promastigotas nectomonadas curtas ou leptomonas (WALTERS, 1993; ROGERS et al., 2002;  

COUTINHO-ABREU et al., 2020). Por fim, se locomovem para a válvula estomodeal e 

realizam nova divisão, se transformando em promastigotas metacíclicas infecciosas para 

ocorrer a transmissão para outro animal (FREITAS et al., 2012). 

Após a infecção, os sinais clínicos podem variar de acordo com a resposta imunológica 

do hospedeiro, estado clínico e a virulência do agente (MACHADO et al., 2019; YASMIN et 

al., 2022). Cães podem apresentar dois tipos de respostas ao agente, sendo ela celular ou 

humoral, com efeito, permanecem assintomáticos ou apresentam alterações clínicas (SAHA et 

al., 2022). Assim, a forma em que a doença se apresenta é definida a partir dos tipos celulares 

envolvidos a partir do aumento da célula T CD4+ e suas citocinas (SCOTT; NOVAIS, 2016). 

No qual, a resposta TH1 (T helper 1) é responsável pela produção de IL-2, TNF-α e 

IFN-γ, que estimula a ativação de macrófagos, os quais destroem o parasito (SHAHI, 2013). Por 

outro lado, a resposta TH2 (T helper 2) impulsiona a produção de IL-4 e IL-10, inibindo a ação 

de macrófagos e produzindo anticorpos anti-Leishmania sp. (AJDARY et al., 200; ROLÃO et 

al., 2007). Nesse sentido, a deposição de imunocomplexos em tecidos ocasiona as manifestações 

clínicas observadas (CACHEIRO-LLAGUNO et al., 2016; CONDE et al., 2022). 
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3.3. Leishmaniose em cães 

Apesar da enfermidade já ter sido descrita em diversas espécies domésticas e silvestres, 

os cães (Canis familiaris) são os principais reservatórios e sentinelas da leishmaniose em áreas 

urbanas (HASSAN et al., 2009). Visto que apresentam alta suscetibilidade ao patógeno, 

precedendo os casos humanos, além de possuir intenso parasitismo cutâneo acarretando a 

disseminação do parasito (BORGES et al., 2022; LOPES et al., 2020). Dessa forma, estudos 

relacionados ao papel do cão no ciclo epidemiológico da doença são fundamentais, tendo em 

vista que é considerada uma enfermidade potencialmente fatal (LEWIS et al., 2020). 

A principal forma de transmissão da LCan é vetorial, ocorrendo através do repasto 

sanguíneo realizado por flebótomos da família Phlebotominae (PINTO et al., 2022). Os sinais 

cardinais da leishmaniose são anemia, esplenomegalia e febre (PEACHEY et al., 1994). As 

principais manifestações clínicas são alterações dermatológicas (alopecia, dermatites, 

onicogrifose, paroníquia, hiperpigmentação de pele), alterações oculares (uveíte, conjuntivite, 

opacidade de córnea, episclerite) emaciação, linfadenomegalia e por fim, em casos mais graves 

o óbito (NICOLATO et al., 2013; OLIVERIA, 2021). 

O diagnóstico clínico possui problemas, visto que as manifestações clínicas 

relacionadas à leishmaniose são diversas, tendo cães tanto assintomáticos quanto cães 

apresentando acometimento de vários órgãos (SOLANO-GALLEGO et al., 2011). Dessa 

forma, é utilizado mais de uma técnica para obter um diagnóstico preciso, então em cães é 

possível realizar testes sorológicos, moleculares e parasitológicos (THAKUR et al., 2020) 

A LCan se manifesta por um amplo espectro clínico, com efeito, o tratamento é repleto 

de desafios (KARUNAWEERA; FERREIRA, 2018). Dessa forma, muitos protocolos são 

utilizados para diminuir os sinais clínicos e a carga parasitária. A Miltefosina 

(hexadecilfosfocolina) é a droga preconizada pelo Ministério da Agricultura e Abastecimento 

do Brasil, amplamente estudada por sua ação leishmanicida, pois, altera a biossíntese das 

glicoproteínas e glicolipídeos da membrana do parasito (SUNDAR; OLLIARO, 2007; CROFT 

et al., 1987). 

Além disso, outros fármacos como alopurinol, marbofloxacina e imunomoduladores 

também estão sendo utilizados com bons resultados (PINEDA et al., 2017; NASCIMENTO et 

al., 2020; COLAÇO et al., 2023; ). Por fim, uma vez que a doença não possui cura e sim 

diminuição da carga parasitária e dos sinais clínicos, os medicamentos são administrados até o 
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fim da vida do paciente. Sendo atrelado a isso formas de prevenção através do uso de coleiras 

repelentes como a Scalibor®/MSD-Animal Health, Seresto®/Bayer Saúde Animal e Front 

Max®, que evitam o contato do hospedeiro com o vetor (RIBEIRO et al., 2018).   

Tendo em vista a complexidade da cadeia epidemiológica e consequentemente das 

dificuldades relacionadas à contenção da leishmaniose (GEORGIADOU et al., 2015). A 

confirmação da doença deve estar sempre atrelada ao acompanhamento da resposta ao 

tratamento, portanto é necessário encontrar preditores confiáveis para realizar a cura clínica e 

diminuir as chances de disseminação (MAIA; CAMPINO, 2018). 

 

3.4 Parasitismo de Leishmania sp. em pelo 

As infecções por protozoários do gênero Leishmania sp. compreendem uma série de 

enfermidades zoonóticas denominadas de leishmanioses, cuja transmissão ocorre por meio de 

insetos da família Phlebotominae (BANETH; SOLANO-GALLEGO, 2022). Nos últimos 

tempos, casos da leishmaniose tem sido cada vez mais descritos nos centros urbanos, 

caracterizando um processo de urbanização da enfermidade, no qual o cão (Canis familiaris) 

desempenha o papel central como principal reservatório nesses locais (CHAGAS et al., 2021; 

CAVALCANTE et al., 2022). Devido à complexidade clínica da enfermidade, na atualidade 

tem-se buscado o aprimoramento das metodologias de diagnóstico, com enfoque na utilização 

de amostras biológicas menos invasivas (MAIA et al., 2020). 

Uma vez que o ciclo de transmissão do parasito Leishmania sp. inicia através da sua 

inoculação na pele do cão após a ingestão de sangue (ARUMUGAM et al., 2022; SAINI et al., 

2022), o sistema tegumentar torna-se um local de estudo ideal para leishmaniose em decorrência 

da alta carga parasitária e atividade celular na derme diante do processo inflamatório da doença 

(SCORZA et al., 2017). Com isso, a doença em cronicidade desenvolve manifestações 

dermatológicas no local da picada do flebotomíneo, descritas como os locais com maior 

concentração de parasitos (SILVA et al., 2016). 

O sistema tegumentar é composto pela pele, juntamente com as estruturas anexas: 

unhas, pelos e glândulas (sudoríparas, mamárias e sebáceas), que desempenham o papel de 

primeira linha de defesa do corpo (NGUYEN; SOULIKA, 2019; PORCELLATO et al., 2022). 

Dentre as funções realizadas por este sistema, o acúmulo de tóxicos ambientais, excreção de 
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substâncias e regulação de reações imunológicas, estão diretamente ligadas ao ciclo de vida do 

parasito Leishmania sp. (WENZEL et al., 1996; GRATACÓS-CUBARSÍ et al., 2007,  

PASSELLI et al., 2021). Tendo em consideração os estudos anteriormente realizados, o 

acúmulo do parasito nesses locais influencia na taxa de infectividade, o bulbo por sua vez 

permite identificar a carga parasitária sem ocasionar estresse (QUINNELL; COURTENAY, 

2009; COURTENAY et al., 2014). 

De acordo com Mehregan (1968) o organismo possui mecanismos para expelir 

substâncias desconhecidas. A eliminação transepitelial da forma amastigota de Leishmania spp.  

através das camadas epidérmicas pode ocorrer de maneira passiva através do fluxo de 

queratinização que ocorre com as células epidérmicas ou de uma forma ativa (AZADEH; 

ABDULLA, 1995) (KARRAM et al., 2012). Sendo já descrita a eliminação de medicamentos 

e outros parasitos em pelo de animais por meio da detecção através da PCR (STOUT et al., 

2000; GRATACÓS-CUBARSÍ et al., 2006;   PATRA et al., 2007).   

Além disso, os Compostos Orgânicos Voláteis (COV’s) que determinam a 

comunicação entre o hospedeiro e o vetor da leishmaniose, influenciam na transmissão do 

parasito (STANIEK; HAMILTON, 2021). De acordo com Scorza  et al., (2021) os animais 

parasitados apresentando manifestações clínicas, possuem aleloquímicos que conferem ao 

hospedeiro maior atratividade para o flebotomíneo. Com efeito, é possível afirmar que os 

animais que possuem maior carga parasitária em derme onde está situado o folículo capilar tem 

maior taxa de infectividade do que o animal assintomático (COSTA-VAL et al., 2007; 

MICHALSKY et al., 2007; SOARES et al., 2011). Dessa forma, uma vez que as alterações em 

pelos e pele representam a taxa de infectividade do cão, é nítida a importância de estudá-lo. 

O diagnóstico sorológico preconizado pelo Ministério da Saúde do Brasil, é realizado 

através do teste imunocromatográfico utilizando o Teste Rápido DPP (Dual Path Plataform, 

Biomanguinhos®), como triagem dos animais. Além disso, o ensaio Imunoadsorvente Ligado 

à Enzima (ELISA® Kit EIE LVC - Biomanguinhos) como confirmatório (SOLANO-

GALLEGO, 2011; BRASIL, 2014). Entretanto, sabe-se que o nível de anticorpos varia muito 

lentamente de acordo com o estágio da doença, assim, a integração de métodos sorológicos, 

parasitológicos e moleculares culminam em um diagnóstico mais preciso. (ASSIS et al., 2010; 

CORPAS-LÓPEZ et al., 2016).  
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Com base nisso, as técnicas moleculares no diagnóstico da leishmaniose estão sendo 

cada vez mais utilizadas, devido à sua alta capacidade de fornecer resultados extremamente 

sensíveis e específicos (GALLUZZI  et al., 2018). Sendo o seu uso já relatado com diversos 

tipos de amostras biológicas, desde urina, cerúmen, pele, sangue e secreção conjuntival 

(JUNGUDOMJAROEN et al., 2015).  

Em função disso a empregabilidade de amostras não invasivas como urina, swab oral 

conjuntival e vulvar são capazes de substituir as coletas invasivas e assim monitorar o estágio 

clínico do paciente com leishmaniose, de modo que o estresse pode ser reduzido (BEZERRA 

et al., 2019). Nesse sentido, amostras de pelo de cães tem sido avaliadas tanto para o diagnóstico 

qualitativo, quanto o quantitativo utilizando a PCR (GONÇALVES et al., 2016). Assim, o 

pelame possui vantagens por se tratar de uma amostra não invasiva e com boa estabilidade em 

diversas condições ambientais, mantendo a sua integridade (MUÑOZ-MADRID et al., 2013).  

 

4. OBJETIVO   

4.1 Geral  

Pesquisar kDNA de Leishmania infantum em bulbo e haste pilosa de pacientes caninos 

 

4.2 Específicos  

 Realizar a seleção de cães parasitologicamente positivos para Leishmania sp.;  

 Identificar as alterações clínicas em pacientes caninos com leishmaniose;  

 Realizar o diagnóstico de Leishmania infantum utilizando diferentes partes do pelo e do 

corpo.  

 Propor um protocolo menos invasivo para obtenção de amostras e diagnóstico da 

leishmaniose em cães. 

 

5. METODOLOGIA  

5.1 Aspectos éticos  

As atividades desenvolvidas no presente estudo foram aprovadas pela Comissão de 

Ética no Uso de Animais (CEUA) sob o protocolo de número 8764010520 da Universidade 

Federal Rural de Pernambuco (UFRPE). Sendo todos os procedimentos ocorridos mediante a 

assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido pelos tutores ou responsáveis. 

https://www.ufrpe.br/br/content/comiss%C3%A3o-de-%C3%A9tica-do-uso-de-animais-de-experimenta%C3%A7%C3%A3o-divulga-novo-site
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5.2 Área de estudo 

A presente investigação teve origem no Hospital Veterinário (HOVET) da 

Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE), situado na cidade de Recife, no estado 

de Pernambuco, região nordeste do Brasil.  Pernambuco é uma das 27 unidades federativas do 

país e compartilha suas fronteiras com cinco estados vizinhos: Paraíba e Ceará ao norte, Piauí 

a oeste, e Alagoas e Bahia ao sul, sendo banhado ao leste pelo oceano atlântico (SOBEL et al., 

2009).  

Historicamente o território pernambucano é reconhecido como uma área endêmica 

significativa para leishmaniose, apresentando uma média anual de incidência de 1,28 casos a 

cada 100 mil habitantes e municípios com alto risco de transmissão (RIBEIRO et al., 2021; 

MACHADO, 2023). O local se destaca por sua ampla cobertura de biomas, que inclui  florestas 

atlântica de encostas, terras baixas, restinga, manguezal e semidecídua, além de savana tropical 

estacional semiárida (MENEZES, 2019). De acordo o Instituto Brasileiro de Geografia e 

Estatística (2023), o estado possui uma população de 9.058.155  (92,37hab/km²) de pessoas, 

com um rendimento mensal per capita de R$1.010 e índice de desenvolvimento humano de 

0,719. 

Para atender à necessidade crescente, a unidade médica de ensino e atendimento 

veterinário da UFRPE, realiza atendimento clínico especializado para a leishmaniose canina à 

comunidade proveniente da capital e do interior do estado de Pernambuco. Sendo esse serviço 

disponibilizado mediante o agendamento e encaminhamento de animais previamente avaliados 

por profissionais médicos veterinários, com o objetivo de realizar o diagnóstico confirmatório, 

tratamento e estadiamento da enfermidade nos animais, contribuindo assim para a prevenção 

dos seres humanos. 

 

5.3 Delineamento experimental e participantes da pesquisa   

Esse estudo é de caráter transversal, com a finalidade de avaliar o pelo como uma 

amostra não invasiva para detecção de kDNA de Leishmania infantum em pacientes caninos. 

5.4 População canina  
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Foram selecionados aleatoriamente 15 cães de sexo, raças e idades distintas, 

provenientes do serviço ambulatorial especializado em leishmaniose do HOVET/UFRPE. O 

critério de inclusão estabelecido consistiu em animais de regiões endêmicas do estado de 

Pernambuco, parasitologicamente positivos em medula óssea e linfonodo para  Leishmania sp. 

em exames de rotina. 

5.5 Avaliação clínica 

Na ocasião em que deram entrada para atendimento inicial (D0), todos os animais 

foram avaliados clinicamente obedecendo as seguintes etapas: anamnese e histórico clínico; 

exame clínico e físico geral; avaliação da pele e anexos cutâneos; avaliação dos órgãos 

linfoides; e avaliação oftálmica.  Durante a avaliação os pacientes foram categorizados com 

base nas apresentações clínicas observadas. Sendo estes, considerados sintomáticos quando 

uma ou mais manifestações clínicas comuns da leishmaniose estavam presentes e 

assintomáticos quando Nenhum Achado Digno de Nota (NDN) foi constatado.  

As informações clínicas pertinentes foram devidamente registradas em uma ficha clínica 

padronizada, e as lesões identificadas foram documentadas através de fotografias. 

5.6 Coleta de amostras biológicas 

Todos os animais foram submetidos a punção venosa cefálica e/ou jugular, mediante 

a utilização de seringa descartável, acoplada com agulha hipodérmica de 25mm X 0,7mm ou 

25mm X 0,6mm, conforme a necessidade. Sendo parte do sangue obtido transferido para tubos 

sem anticoagulante, tencionando a retirada do soro, para a detecção de anticorpos  IgG anti-

Leishmania infantum.  

 Os pacientes também foram submetidos a coleta por epilação para obtenção de bulbo 

piloso e com auxílio de tesoura para haste pilosa, no qual cerca de 20 a 50 fios foram removidos 

de áreas íntegras do dorso e cabeça. Além disso, sempre que houvesse lesões em qualquer parte 

do corpo dos cães, pelos das áreas circundantes às lesões também foram coletados.  Nesse 

momento, todos os materiais obtidos foram acondicionados em tubos cônicos estéreis 

(Eppendorf®) previamente identificados e mantidos sob congelamento a -40°C, até o até a 

extração de DNA. 

Por outro lado, fragmentos de pele e borda lesionada foram coletados por meio da 

escarificação com lâmina de bisturi (N.º 10) para análise citológica, quando presentes alterações 
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cutâneas (dermatite esfoliativa e/ou ulcerativa) nos pacientes avaliados. Além disso, realizou-

se a biópsia de medula óssea e a Punção Aspirativa por Agulha Fina (PAAF) em linfonodos 

alterado (Ex.: aumento de tamanho) de todos os indivíduos. Estes materiais foram destinados a 

confirmação da LCan a partir da observação direta de formas amastigotas de Leishmania sp..  

5.6 Triagem de anticorpos pelo TR DPP® LVC – Bio-Manguinhos 

Para a detecção de anticorpos IgG anti-Leishmania infantum, empregou-se o Teste 

Imunocromatográfico DPP (Dual Path Platform, Biomanguinhos®), cujos antígenos são 

constituídos pelas proteínas recombinantes rK26 e rK39 (MACHADO et al., 2020). 

O procedimento consistiu na adição de 5 µL de soro sanguíneo ao poço 01 (amostra + 

tampão), seguido pela aplicação de duas gotas de tampão no mesmo poço. Após o 

desaparecimento das duas linhas azuis, correspondentes ao Controle (C) e ao teste (T), efetuou-

se a adição de quatro gotas de tampão ao poço 02, com um intervalo de espera de 10 a 15 

minutos para a leitura dos resultados. Sendo consideradas reagentes as amostras em que ambas 

as linhas, identificadas como (T) e (C), se mostraram presentes. 

5.7  Diagnóstico parasitológico 

Após a coleta foram confeccionados em lâmina de vidro  estiraços das amostras    

obtidas através da escarificação de pele, PAAF de linfonodo e/ou biópsia de medula óssea. Ao 

término todos os materiais foram fixados e após a secagem, finalmente realizou-se a coloração 

do tipo Romanosvsky (Panótico rápido, LB, Brasil) no LDP da UFRPE. Em seguida, o material 

foi avaliado por meio de microscopia de luz com imersão sob aumento de 1000x. A observação 

de uma única forma amastigota do protozoário Leishmania sp. em qualquer uma das lâminas 

foi considerado positivo.   

5.8. Diagnóstico molecular  

5.8.1.  Extração de DNA  

A extração do DNA genômico foi realizada mediante a utilização do The ReliaPrep™ 

Blood gDNA Miniprep System, atendendo todas as especificações do fabricante. Nesta etapa, 

boas práticas de laboratório foram adotadas, sendo estéreis todos os materiais utilizados para 

evitar contaminação, bem como, a utilização de EPI 's.   
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Para isso, uma média entre 20-50 pelos por animal foram utilizados, conforme preconiza 

o protocolo padronizado descrito por Gonçalves et al. (2016) e Belincho-Lorenzo et al. (2019). 

Na ocasião, o material foi introduzido em tubo cônico (Eppendorf®) estéril e agitado em vórtex 

por 10 segundos com 20µl de Proteinase K e 200µl de tampão de lise celular (CDL) e em 

seguida, incubado a 56°C em banho seco por 30 minutos. 

Após a incubação, adicionou-se 250μl de tampão de ligação (BBA) junto ao material 

lisado, levando-se novamente para agitação em vórtex por 10 segundos. Em seguida, o material 

foi centrifugado por um minuto e então transferido para uma coluna com microfiltro (Relia 

Prep™ Binding Columns) em um tubo de coleta devidamente identificado, repetindo-se ao 

término a centrifugação sob as mesmas condições. 

Posteriormente a coluna contendo o microfiltro foi colocada em outro tubo de coleta, e 

então 500μl de Colum Wash Solution (CWS) foram adicionados e o material é centrifugado por 

3 minutos. A etapa de lavagem com CWS é realizada mais duas vezes, até completar três 

lavagens. Por fim, adicionou-se 150μl de Nuclease Free Water na coluna e submeteu-se a 

centrifugação por um minuto. Ao término, o DNA obtido foi armazenado em tubos estéreis em 

congelamento até sua utilização. 

5.8.2. Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) 

Os primers empregados na pesquisa foram o MC1 (5' -GTT AGC CGA TGG TCT TG-

3') e o MC2 (5'-CAC CCA TTT TTC CGA TTT TG-3'), projetados para amplificar um 

Fragmento de 447 pares de base dos minicírculos de kDNA pertencentes ao complexo 

Leishmania sp. infantum/donovani, conforme descrito por Cortes (2004). 

As PCR’s foram realizadas com um total de 17,5 μL, composto por 6 μL de DNA, 1 μL 

de cada primer, 2,75μL de H2O e 6,75 μL de SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems). 

A reação foi realizada em um termociclador automático com uma etapa inicial de desnaturação 

a 95°C por 10 min, seguida de 40 ciclos de amplificação (95°C/15s, 60°C/1 min). 

5.8.3. Eletroforese 

Os produtos de amplificados foram submetidos à análise por eletroforese horizontal em 

gel de agarose a 2% com tampão tris-EDTA-acetato (TAE) 50X, empregando o corante 

BlueGreen® e um marcador de peso molecular (100pb DNA ladder - GibcoBRL-Life 

Technologies, MD, EUA) Em seguida, os géis foram visibilizados e avaliados utilizando um 
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transiluminador ultravioleta conectado a um computador com software EOS utility® (Canon, 

USA) para a documentação digital das imagens. 

5.9. Análise dos dados  

Para a análise estatística, todos os dados foram tabulados e organizados em planilhas do 

Microsoft Excel® 2019. As frequências relativas e absolutas, foram calculadas utilizando-se o 

InStat (GraphPad Software, Inc., 2000) com nível de significância p<0,05.  

 

7. RESULTADO 

No presente estudo foram avaliados 15 animais parasitologicamente positivos em 

medula óssea (73,33%; n=11/15), linfonodo (86,67%; n=13/15) e pele (20,00%; n=3/15), sendo 

estes cães machos (66,67%; n=10/15) e fêmeas (33,33%; n=5/15), classificados clinicamente 

como polissintomáticos. Nesses indivíduos os sistemas orgânicos mais acometidos foram o 

tegumentar (93,33%; n=14/15), seguido por linfático (86, 67%; n=13/15) e circulatório 

(40,00%; n=6/15), e em menor frequência musculoesquelético (33,33%; n=5/15), visual 

(33,33%; n=5/15) e gastrointestinal (26,67%; n=4/15). 

Em contrapartida, detectamos a presença do DNA de L. infantum em amostras de pelo 

de 33,33% (5/15) dos cães avaliados. Constatando-se em pelos de áreas de pele íntegra, 

positividade única de 80% (n=4/5) em amostras oriundas da cabeça, e de 40% (n=2/5) para 

pelos procedentes de lesão, neste caso, em região dorsal (20%; n=1) e cervical (20%; n=1). 

Quanto ao segmento analisado, houve somente a amplificação de fragmentos de DNA 

de L. infantum  nas amostras de bulbo piloso perfazendo um total de 100% (n=5/5) (Figura 

10A).  Nesses pacientes, foram observadas formas amastigotas de Leishmania sp.  em amostras 

de linfonodo (100%; n=5) (Figura 10B) e medula óssea (80%; n=4), com uma média de 05±01 

parasitos por campo analisado. Enquanto, anticorpos anti-Leishmania infantum foram 

identificados na triagem de 80% dos animais (n=4). 
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Figura 10.  Diagnóstico molecular e parasitológico de cães portadores da leishmaniose. A) 

Eletroforese em gel de agarose a 1,5% de produtos da reação em cadeia da polimerase 

evidenciando à amplificação de kDNA do protozoário Leishmania infantum em bulbo piloso 

de cães; e B) Citologia de aspirado de linfonodo canino com formas livres de amastigotas de 

Leishmania sp.. (Fonte: Acervo pessoal, 2023).  

 

Ao exame clínico constatou-se que, 100% (n=5) desses cães eram polissintomáticos, 

divididos entre machos (60%; n=3) e fêmeas (40%; n=2). Destes, 80% (n=4) correspondiam a 

pacientes caninos Sem Raça Definida (SRD), enquanto 20% (n=1) eram da raça Husky 

Siberiano, ambos com uma média de idade de 1,4 anos e 17kg ao primeiro atendimento.  

Estando entre os sistemas orgânicos mais acometidos, se destacou o tegumentar (100%; 

n=5) e linfático (100%; n=5) seguidos pelo circulatório (60,00%; n=3), musculoesquelético 

(40,00%; n=2), visual (40,00%; n=2) e gastrointestinal (40,00%; n=2). Das alterações clínicas 

tegumentares observadas, onicogrifose (60,00%; n=3), alopecia (20,00%; n=1) e paroníquia 

(20,00%; n=1) apareceu entre os sinais clínicos mais comuns. Além dos diferentes tipos de 

dermatites, como em padrão esfoliativo (40,00%; n=2) e ulcerativo (40,00%; n=2). 

No sistema circulatório, os animais apresentaram hipocromia de mucosas (60,00%; 

n=3) e epistaxe (20,00%; n=1). Enquanto poliartrite (40,00%; n=2) foi a única disfunção 

presentes no sistema musculoesquelético. Por outro lado, a nível de sistema visual secreção 

ocular (40,00%; n=2), conjuntivite (20,00%; n=1) e opacidade de córnea (20,00%; n=1) 

apareceram com maior frequência. Ao mesmo tempo que, êmese (20,00%; n=1) e diarreia 

(20,00%; n=1) foram os principais problemas gastrointestinais e linfadenomegalia (100%; n=5) 

a única alteração presente em sistema linfático, nos animais diagnosticados molecularmente. 
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8. DISCUSSÃO 

 Neste estudo, propomos a adoção de uma abordagem menos invasiva para o diagnóstico 

da leishmaniose, através da utilização da haste e bulbo piloso de cães. Entre os animais 

avaliados (n=15), o  kDNA de L. infantum em amostras de pelo foi detectado em 33,33% (n=5) 

dos cães. Sendo este, um achado molecular já relatado por Muñoz-Madrid et al. (2016) em 

canídeos silvestres do norte e oeste da Espanha e por Belinchón-Lorenzo et al. (2019) em cães 

provenientes do estado de São Paulo (Brasil). Além disso, também foi descrito por Gonçalves 

et al. (2016) ao conduzirem estudos com pacientes caninos do estado da Bahia (Brasil), os quais 

associaram sua presença devido à habilidade do pelo em acumular substâncias, conforme 

evidenciado nesta investigação.  

Embora esse mecanismo ainda não seja totalmente compreendido, Sereno et al. (2020) 

sugere a ocorrência de um processo de eliminação transdérmica, no qual se tem a inserção direta 

do kDNA de L. infantum entre os queratinócitos da pele e do pelo no local de inoculação do 

agente parasitário. De acordo com Karram et al. (2022), determinadas substâncias são capazes 

de serem eliminadas, quer seja de maneira passiva, quando se mantém presa entre as células 

epiteliais e é transportado para cima com o fluxo de queratinização ou ativa, com evolução pela 

epiderme através de compostos que induz o movimento de queratinócitos em maturação. O que 

para Sevilha-Santos et al. (2019) é considerado parte de uma resposta protetora do organismo. 

No que diz respeito às áreas examinadas, a positividade para L. infantum foi observada 

em amostras de DNA de pelagem oriundas tanto de regiões com pele intacta (80%; n=4/5) 

quanto de áreas lesionadas (40%; n=2/5). Sendo esses, achados já descritos em estudos 

anteriores (GONÇALVES et al. 2016; BELINCHÓN-LORENZO et al. 2019). Quanto à 

localização, constatamos uma maior frequência de DNA em pelos provenientes da cabeça 

(40%), em relação a região dorsal (20%) e cervical (20%). Para Velez et al. (2012) as áreas da 

cabeça são prontamente alcançadas pelos flebotomíneos devido à sua menor cobertura de pelos. 

Cortes et al. (2012) e Marzochi et al. (2021) explicam que a ausência ou redução da pelagem 

proporciona uma maior superfície corporal, aumentando assim o potencial de transmissão da 

leishmaniose. Sendo concordante com os nossos resultados, uma vez que, o parasitismo cutâneo 

é mantido no local de alimentação, quer seja em pele íntegra ou lesionada (BONGIORNO et 

al., 2019; ARUMUGAM et al., 2022).  
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 Com relação ao segmento do pelo avaliado, somente amostras de bulbo piloso (100%; 

n=5/5) amplificaram fragmentos de kDNA de L. infantum. Uma vez que, o parasito Leishmania 

sp. pode estar presente na corrente sanguínea e o bulbo piloso apresenta fluxo sanguíneo 

proveniente dos vasos na papila dérmica subjacente (BASSERT, 2010; KUMOSANI et al., 

2022). De fato, pacientes com leishmaniose cutânea podem apresentar amastigotas de 

Leishmania sp. dentro dos folículos pilosos (KARRAM et al. 2022). Além disso, em cães, 

Solano-Gallego et al. (2004) já observou uma carga parasitária significativamente elevada nas 

proximidades dos folículos pilosos, a qual também relacionou à sua disseminação hematogênica 

e tropismo pela pele. 

 Aqui demonstramos que a presença de kDNA de L. infantum em pelo está diretamente 

associada ao acometimento de linfonodos (100%; n=5) e medula óssea (80%; n=4). Uma 

relação também observada por Corpas-López et al. (2016), que em seu estudo com cães em 

tratamento para a leishmaniose, vinculou a carga parasitária capilar à presença do parasito 

nesses locais. Apesar de 20% (n=1) dos animais não terem demonstrado presença de anticorpos 

anti-Leishmania infantum, eles continham kDNA de L. infantum no pelo. De acordo com Jesus 

et al. (2021), é importante notar que os níveis de anticorpos podem variar amplamente em 

diferentes estágios da doença, e a progressão da enfermidade depende da natureza da resposta 

imunológica que os cães infectados desenvolvem (SOLANO-GALLEGO et al., 2016). 

 Essa particularidade pode contribuir para a compreensão da presença de kDNA de L. 

infantum somente na pelagem de cães considerados clinicamente polissintomáticos (100%; 

n=5/5). Se por um lado, os animais que desenvolvem uma alta imunidade específica mediada 

por células T podem ser capazes de controlar o parasito e apresentar uma manifestação menos 

grave da doença (RAMOS et al., 2023).   Do outro, a resposta humoral intensa é uma das 

principais causas da patogênese da enfermidade e pode levar à morte, uma vez que, intensidade 

das manifestações clínicas está diretamente relacionada à carga parasitária  (CHAGAS et al., 

2021; MORALES-YUSTE et al., 2022). 

 Quanto ao perfil dos cães avaliados molecularmente em nosso estudo, estes consistiram 

em machos, adultos (1,4 anos), SRD. O que se assemelham às principais características da LCan 

entre animais afetados (OLIVEIRA et al., 2010; SPADA et al., 2020; TAMPONI et al., 2021). 

A leishmaniose é uma doença multissistêmica, que pode se manifestar de diferentes formas, 

desde alterações na pele, onicogrifose, aumento dos gânglios linfáticos e lesões resultantes da 

deposição de imunocomplexos, como artrite, problemas oculares, entre outros, conforme foi 



29 
 

evidenciado nesta pesquisa (OLIVEIRA et al., 2019; SALANT et al., 2021; CACHEIRO-

LLAGUNO et al., 2021). 

 Dessa forma, por envolver um complexo diagnóstico devido a amplitude das 

manifestações clínicas (GARCÍA-CASTRO et al., 2022). A utilização de amostras de pelo na 

identificação molecular de cães com leishmaniose, inclui uma série de benefícios, em relação a 

determinados métodos tradicionais, pois, além de não ser uma amostra invasiva, dispensando o 

uso de anestesia, pode ser aplicada em estudos a campo, por meio de uma coleta e soltura rápida 

(BELINCHÓN-LORENZO et al., 2013; CORPAS-LÓPEZ et al., 2016; LOPES et al., 2017; 

KOTNIK et al., 2021).  Albergando também boa estabilidade molecular, mesmo quando 

exposto a condições adversas do ambiente (MUÑOZ-MADRID et al., 2013). 

9. CONCLUSÃO  

A utilização de amostras de bulbo piloso mostrou ser uma escolha eficaz para a detecção 

molecular kDNA de L. infantum. Sendo uma alternativa rápida, simples para realização da 

coleta e não invasiva proposta para identificar o parasitismo por Leishmania sp. em hospedeiros 

infectados. 

10. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

O estágio supervisionado obrigatório caracteriza uma etapa crucial no aprimoramento 

das competências profissionais ao concluir a graduação. Nesse contexto, a experiência 

proporcionou ao aluno uma visão de técnicas de diagnósticos diversas, além de aprimorar 

conhecimentos acerca da anamnese e coleta de amostras biológicas. Assim, foi possível 

desenvolver habilidades inerentes ao médico veterinário como raciocínio clínico, tomada de 

decisões e responsabilidade. Além disso, foi importante observar a conduta e valores éticos e 

morais do médico veterinário, pois para se tornar um bom profissional é imperativo ser uma 

boa pessoa. 
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