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RESUMO

O presente trabalho tem como finalidade descrever as atividades desenvolvidas pela discente
Camenas Vieira Barata ao longo do Estagio Supervisionado Obrigatorio (ESO), sendo este
realizado na area de doencas parasitarias dos animais. As atividades foram efetuadas no
Laboratdrio de Doengas Parasitarias (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 horaria de 664 horas. A aluna ficou sob supervisdo do Prof. Dr,
Leucio Camara Alves e orientacdo do Prof. Dr. Victor Fernando Santana Lima. Nesse interim,
foi possivel para a discente aprimorar e adquirir novos conhecimentos acerca do diagnostico e
tratamento das doencas parasitarias. Além de realizar um estudo, no qual foi detectado KDNA
de Leishmania infantum através de técnicas moleculares aplicadas em bulbo e haste pilosa de
cdes infectados no estado de Pernambuco, sendo este utilizado como o tema para o Trabalho de
Concluséo de Curso (TCC).

Palavras-chave: Diagnostico, Leishmaniose, Parasitologia, Pelo.
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1. INTRODUCAO

A Universidade Federal de Sergipe (UFS) possui o Estagio Supervisionado
Obrigatorio (ESO) e o Trabalho de Conclusédo de Curso (TCC) como duas disciplinas cursadas
no ultimo ciclo da graduagao de Medicina Veterinaria. Nesse sentido, durante o estagio o aluno
devera cumprir a carga horaria de pelo menos 630 horas supervisionado, por um profissional
habilitado em sua area de interesse. Requerendo ao término, a elaboracdo de um relatorio
referente ao periodo de estagio como também, um trabalho cientifico acerca de um caso clinico
e/ou pesquisa, que posteriormente sera avaliado por uma banca avaliadora sob supervisdo do

orientador.

Dessa forma, o Estagio Supervisionado Obrigatério (ESO) consiste em uma etapa
imprescindivel, pois, proporciona ao aluno uma oportunidade de vivenciar as atividades
realizadas na rotina veterinaria em sua area de interesse. Neste momento, o discente devera
aplicar e aprimorar os conhecimentos adquiridos durante a graduacéo e desenvolver seu lado

profissional através da percepgdo das condutas de médicos veterinarios durante a rotina.

Com isso, a &rea escolhida pela discente foi a &rea de doencas parasitarias dos animais
e o local definido para cumprir este pre-requisito foi o Laboratério de Doencas Parasitarias
(LDP) da Universidade Federal Rural de Pernambuco, em Recife - PE. Por se tratar de uma
area ampla, a qual proporciona a vigilancia da satde animal e humana. Desse modo, 0 ESO
permitiu a discente, o aprofundamento dos conhecimentos teodricos e praticos em diversas
técnicas laboratoriais para diagndstico e estadiamento das doencas parasitarias, bem como, no

tratamento especializado da leishmaniose canina.

Portanto, a seguir conta-se o relatorio detalhado da estrutura e funcionamento do
laboratério, como também, as atividades realizadas pela discente e sua casuistica de
atendimentos ambulatoriais e rotina laboratorial durante o periodo de ESO. Por fim, é
apresentada a pesquisa simultaneamente desenvolvida, acerca do diagndstico molecular de
Leishmania infantum em bulbo e haste pilosa de pacientes caninos. Sendo esta, uma amostra
biologica alternativa para o diagndstico 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 ndo invasiva

servindo para trabalhos a campo.



2. RELATORIO DO ESTAGIO SUPERVISIONADO OBRIGATORIO
2.1. LABORATORIO DE DOENCAS PARASITARIAS
2.1.1. Descricéo do estagio

As atividades foram desenvolvidas no Laboratério de Doencas Parasitarias (LDP), do
Hospital Veterinario Escola (HOVET) (Figura 1), vinculado ao Departamento de Medicina
Veterinaria (DMV) da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE), situado na Rua
Manoel de Medeiros, bairro Dois Irmdos, na cidade de Recife - PE. O qual foi conduzido no
periodo de 12 de junho a 6 de outubro de 2023 das 08:00 as 12:00 e das 14:00 as 16:00 de
segunda a sexta-feira, sob a supervisdo do Médico Veterinario, pesquisador e professor titular
Dr. Leucio Camara Alves.

O LDP (Figura 2) é um setor de exceléncia na deteccdo de enfermidades parasitarias
gue acometem os animais. Atua como referéncia no diagndstico parasitoldgico, sorologico e
molecular a partir de técnicas convencionais até as mais modernas na atualidade. O qual
também se destaca, pela formacgédo especializada através do programa residéncia em medicina
veterinaria, com enfoque nas doencas parasitarias. Alem de dispor de producdo cientifica de

impacto na rea de interesse e redes de apoio nacional e internacional em colaboragdo nas mais

diversas pesquisas em parasitologia, justificando a escolha para a realizacdo do ESO.
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Figural. Fachadae 4rea externa do HositaleeriériEsoI da niersiade derl Rural
de Pernambuco (HOVET/UFRPE). (Fonte: Acervo pessoal, 2023).



No LDP sdo vinculados 35 pesquisadores, entre eles professores, técnicos, mestrandos,
doutorandos, pos-doutorandos e estagiarios. A rotina do setor é dividida em atendimento

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

laboratorial, sendo o LDP responsavel pelo diagnéstico de doencas parasitarias dos animais
atendidos pelo HOVET da UFRPE.

Figura 2. Laboratorio de Doegas Parasitarias (LDP). (Fonte: Acervo pessoal, 2023).

O setor dispde de varias instalacdes, sendo trés salas dos professores, sala de estudo e
reunides, banheiro masculino e feminino, copa, sala de diagnostico sorolégico, dois
almoxarifados, sala de diagnostico parasitoldgico de hemoparasitos, sala de biologia molecular,
sala de microscopia Optica, sala de microscopia de imunofluorescéncia, sala de diagnostico

parasitoldgico de endoparasitos, ectoparasitos e insetario (Figura 3).

O atendimento ambulatorial de cées infectados com Leishmania sp., séo programados
para quarta, quinta e sexta pela manha e todos os animais sdo cadastrados em planilhas do
Microsoft Excel® e fichas individuais. Os animais recebem o primeiro atendimento sendo
realizado as coletas e processamento. Apds a confirmacao da doenca, € iniciado o protocolo de

tratamento e entdo sdo acompanhados nos dias 0, 30, 60, 90, 180 e 360.



j’
Figura 3. Areas internas do LDP/UFRPE. A) Sala de diagnostico de hemoparasitoses; B) Sala
de identificacdo de endoparasitos e ectoparasitos; C) Sala de microscopia de

imunofluorescéncia; D) insetério; E) e F) Sala diagndstico molecular. (Fonte: Acervo pessoal,
2023).

Em contrapartida, as atividades laboratoriais iniciam com o recebimento do material
bioldgico (sangue, fezes, ectoparasitos, entre outras) para pesquisa de parasitos juntamente com
fichas, as quais apresentam as informacGes necessarias para liberacdo dos laudos (identificacdo
do animal, nimero de registro, exame solicitado, médico veterinario responsavel, tutor). Em
seguida, as amostras sdo processadas e o resultado é encaminhado para o veterinario

requisitante em aproximadamente 24 horas.

2.1.3. Descricao das atividades desenvolvidas

Durante o periodo de ESO foi possivel acompanhar o atendimento clinico e
estadiamento de cdes com leishmaniose, coleta de amostras bioldgicas e a aplica¢do de técnicas
de diagnostico laboratorial em doencas parasitarias (p.ex.: Parasitologico, soroldgico e
molecular). Bem como, a participacdo em aulas tedricas e praticas da disciplina de Doencas
Parasitarias do curso de Medicina Veterinaria da UFRPE, organizacdo de eventos na area de

interesse e de material cientifico.



2.2 Casuistica
2.2.1. Exames laboratoriais

Durante o periodo do estagio, foram analisadas um total de 681 amostras biologicas,
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 cutaneos (n=133/681; 19,53%) (Figura
4), fezes (n=117/681; 17,18%), soro (n=98/681; 14,39%), medula 6ssea (n=55/681; 8,08%),
linfonodo (n=55/681; 8,08%), contetdo digestério (Ex.: Bile e etc.) (n=2/681; 0,29%) e
ectoparasitos (Ex.: Carrapatos) (n=2/681; 0,29%).

| i . .

Figura 4. Acaros e piolhos de animais domésticos avaliados no LDP/UFRPE periodo de 12/06
a 06/10 de 2023. A) Lynxacarus radovskyi diagnosticado em felino; B) Demodex canis,
diagnosticado em cdo; C) e D) Menopon gallinae macho e fémea respectivamente
diagnosticado em galinha (Fonte: Acervo pessoal, 2023).



As amostras bioldgicas foram provenientes de 438 pacientes, dos quais 51,37% eram
fémeas (n=225) e 48,63% machos (n=213). Sendo estes distribuidos entre nove espécies
distintas, tendo maior frequéncia os cdes (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 suinos com uma taxa individual de 0,23% (n=1).

Aproximadamente 766 exames foram realizados como representado no grafico 1, 0s
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%), identificacdo de endoparasitos (n=2/766;
0,26%).

Graéfico 1. Distribuicdo de exames realizados no LDP/UFRPE entre o periodo de 12/06 a 06/10
de 2023. (Fonte: Acervo pessoal, 2023).
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Das 60 solicitacGes de pesquisas de hemoparasitos recebidas, um total de 15,00% das
amostras foram positivas para espécies de bactérias intracelulares, protozoérios e nematoides
sanguineos (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), microfilaria (1,67%; n=1/60) e
Trypanosoma sp. (1,67%; n=1/60).



Figura 5. Hemoparasitos identificados no LDP/UFRPE durante o periodo de 12/06 a 06/10 de
2023. A) Anaplasma Platys em trombdcito canino; B) Moérula de Ehrlichia sp. em neutréfilo
de cdo; C) Microfilaria detectada pela técnica de Knott; D) Gametdcito de Hepatozoon sp. em
linfécito canino; E) Forma amastigota de Leishmania sp. Observada em linfonodo canino; e F)
Trypanosoma sp. detectado em cdo. (Fonte: Acervo pessoal, 2023).

Um total de 83 parasitos gastrointestinais foram identificados no exame parasitolégico
de fezes (Tabela 1), sendo o Ancylostoma sp. (n=27; 32,53%) o0 agente parasitario mais
frequente, acometendo cées (n=25/27; 92,59%) e gatos (n=2/27; 7,41%). Por outro lado, a
ocorréncia 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 producdo foram
detectados ovos do género Strongyloides sp. (n=19; 22,89%) e da Superfamilia Strongyloidea
(n=17; 20,48%) entre os animais de producdo, como ovinos (n=11; 42,31%), caprinos (n=8;
30,77%), equinos (n=6; 23,08%) e bovinos (n=1; 3,85%).



Tabela 1. Frequéncia de parasitos gastrointestinais diagnosticados pelo método FLOTAC®

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

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

Ancylostoma sp. 27 32,53 Cées e gatos

Strongyloides sp. 19 22,89 Caprinos, ovinos e equinos
Superfamilia Strongyloidea 17 20,48 Caprinos, ovinos e bovinos
Eimeria sp. 14 16,87 Caprinos e ovinos
Toxocara sp. 4 4,82 Céo

Trichuris sp. 1 1,20 Ovino

Cystoisospora sp. 1 1,20 Céo

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

alcancada uma taxa de deteccdo de 81,93% helmintos e 18,07% protozoarios.
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Figura 6. Parasitos gastrointestinais identificados em amostras fecais no LDP/UFRPE, entre
12/06 e 06/10 de 2023. A) Ancylostoma sp. diagnosticado em cédo; B) Ovo da Superfamilia
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

Nesse sentido, para determinar as espécies de nematddeos encontrados através da
técnica de OPG, comumente realizava-se a coprocultura dos materiais fecais de acordo com a
solicitacdo feita para o laboratdrio. Entre as principais formas larvais observadas, destaca-se a
ocorréncia de Oesophagostomum sp., Haemonchus sp. e Trichostrongylus sp. como
demonstrado na Figura 7.

Figura 7. Técnica de coprocultura realizada no LDP/UFRPE visando a obtencéo de larvas de
nematddeos gastrintestinais em ruminantes. A) Preparo das amostras fecais; B) Cultivo em
manutencdo; C) Recuperacdo de larvas por hidrotropismo; D) Forma larval de
Oesophagostomum sp.; €) Haemonchus sp. e Trichostrongylus sp. (Seta vermelha) em estagio
infectante L3. (Fonte: Acervo pessoal, 2023).

2.2.2 Atendimento ambulatorial

Durante o periodo de estagio, foram atendidos 94 animais no ambulatorio
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 fémeas
(n=48/94) e 48,42% machos (n=46/94), tendo maior ocorréncia da enfermidade entre cdes Sem
Raca Definida (SRD) (n=71/94; 75,53%).



Quanto aos exames realizados para triagem e diagndstico da leishmaniose (Tabela 2),
em 43,18% dos animais foram parasitologicamente positivos em (n=21/94; 22,34%) medula
Ossea (n=44), seguidos por linfonodo quando alterados (n=22/45; 48,89%) e pele quando
haviam lesbes (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 diagnostico de cdes atendidos
no servi¢co ambulatorial especializado em leishmaniose do HOVET/UFRPE durante o periodo
de 12/06 a 06/10 de 2023.

Parasito Positivo Negativo (FR/%)
TR-DPP®/LVC 43 28 60,56
Medula de dssea 19 25 43,18
Linfonodo 22 23 48,89
Pele 6 19 24
PCR 0 12 0
Total 90 107

Quanto a classificacdo dos sinais clinicos identificados nos pacientes caninos
diagnosticados com leishmaniose, (n=14; 14,74%) animais foram assintomaticos, (n=20;
21,05%) oligossintomaticos e (n=60; 63,16%) polissintomaticos. Tendo em vista 0s sistemas
acometidos nos pacientes, 0 sistema tegumentar obteve maior ocorréncia, abrangendo (52,07%)
dos casos, seguido pelo sistema visual (18,18%), locomotor (14,05%), digestorio (9,09%) e
geniturinario (6,61%) (Tabela 3).

Tabela 3. Namero de animais com manifestacdes clinicas categorizadas por sistema organico,
oriundos do servico ambulatorial especializado em leishmaniose do HOVET/UFRPE no
periodo de 12/06 a 06/10 de 2023.

Classificacéo das afec¢des acompanhadas Caninos
Sistema tegumentar 63
Sistema digestorio 11
Sistema geniturinario 8
Sistema visual 22
Sistema locomotor 17
Total 121
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Entre as principais alteragdes cutaneas, 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 cutaneos a presenca de alopecia (n=13/94; 13,83%),
onicogrifose (n=34/94; 36,17%) e paroniquia (n=2/94; 2,13%). Também estando presentes
afeccbes relevantes do sistema visual, como conjuntivite (n=18/94; 81,82%) e
ceratoconjuntivite (n=4/94; 18,18%) (Figura 8).

Figura 8. Alteragdes clinicas observadas em cées atendidos no ambulatorio de leishmanioses
do LDP/UFRPE durante o periodo de 12/06 a 06/10 de 2023. A) Hiperqueratose em focinho;
B) Dermatite ulcerativa em regiéo escrotal; C) AlteragGes oculares em céo (alopecia
periocular, secrecao 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 periodo de estagio, tive a oportunidade de participar sesmanalmente de aulas
tedricas e praticas ministradas pelo supervisor, que foram direcionadas para o estudo das
doencas causadas por helmintos e protozoarios em animais de producédo e de companhia. Além
disso, também adquiri experiéncia préatica na identificacdo de endoparasitos e ectoparasitos em
animais domeésticos através das principais técnicas diagndsticas utilizadas em parasitologia. Por

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

No ambito da pos-graduacdo, acompanhei seminarios de pesquisa, cujo objetivo era

preparar e apoiar o desenvolvimento das pesquisas conduzidas por mestrandos e doutorandos.
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PESQUISA DE kDNA DE Leishmania infantum (Kinetoplastida: Trypanosomatidae)
EM BULBO E HASTE PILOSA DE PACIENTES CANINOS

[Trabalho de concluséo de curso]
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3. REVISAO DE LITERATURA
3.1 Introducao

As leishmanioses, também conhecidas como calazar, sdo doencas parasitarias de ampla
distribuicdo mundial, causadas por protozoarios tripanossomatideos do género Leishmania sp.
(PAL et al., 2022). No mundo estas afec¢cdes cursam com espectro clinico grave, acometendo
milhdes de pessoas em mais de 98 paises (SILVA, 2021). Estando na atualidade entre as
enfermidades tropicais negligenciadas mais prevalentes e de importancia em salde publica
(SANTANA et al., 2021).

Uma vez que séo consideradas patologias de epidemiologia complexa, as leishmanioses
ocupam uma variedade de sistemas ecoldgicos, expressando em sua predominancia, a
ocorréncia em regides tropicais e subtropicais (SEBASTIAN-PEREZ et al., 2022). Dessa forma,
é apontado como um problema fortemente presente em paises em desenvolvimento, do qual
resulta em cerca de 20.000 a 40.000 mortes anuais e 1 bilhdo de pessoas em exposi¢do em areas
endémicas (ARULEBA et al., 2020; SILVA; STEBUT, 2021).

Nas Américas as leishmanioses sdo consideradas afecgdes presentes em diferentes
paises, com destaque para o Brasil, o qual concentra 90% dos casos humanos (DONATO et al.,
2020). No local, a ocorréncia da enfermidade € atribuida a pelo menos dois subgéneros, entre
eles subgénero 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 transmissao das leishmanioses, estas ocorrem através de insetos flebotomineos
fémeas (Ordem: Diptera; Subordem: Nematocera; Familia Psychodidae; subfamilia:
Phlebotominae) (VATANDOOST et al., 2018). A nivel global, aproximadamente 1000 espécies
foram descritas, (SHIMABUKURO et al., 2017; KILLICK-KENDRICK, 1990). Ademais, 0s
géneros Lutzomyia sp., Phlebotomus sp. e Sergentomyia sp. sdo 0s mais estudados com

participacdo em sua epidemiologia (CECILIO et al., 2022).

O ciclo bioldgico do parasito do género Leishmania sp. possui 0 cdo como principal
reservatorio, o qual pode apresentar diferentes manifestacBes clinicas 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 Cutanea (LC), Leishmaniose
Cuténea Localizada (LCL), Leishmaniose Mucocutanea (MCL) e Leishmaniose Cutanea Difusa
(DCL) (NYLEN; EIDSMO, 2012; SCORZA, 2017)

No Brasil, o diagnostico da LCan é realizado através de testes soroldgicos e
parasitologicos, ambos, com niveis variados de sensibilidade (SOLANO-GALLEGO, 2011).
Entretanto, as técnicas moleculares também sdo uma opcdo viavel alcancando Otimos
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; MENESES,
2019; MARCELINO et al., 2020).

Uma vez que, 0s métodos convencionais as vezes requerem procedimentos complexos
para obtencdo de amostras, estudos utilizando abordagens néo invasivas estdo sendo realizados
para identificacdo de pacientes com essa enfermidade (MIRZAEI et al., 2018). Dessa forma, 0
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 sdo um complexo de doencas causadas por protozoarios da familia
Trypanosomatidae e género Leishmania sp. (BANETH; SOLANO-GALLEGO, 2022).
Atualmente, 31 espécies sdo reconhecidas por parasitar mamiferos, e 20 por parasitar humanos
(AKHOUNDI et al., 2016). Essas infec¢cdes podem se manifestar por meio de diferentes
padrdes clinicos, que variam desde a forma: cutanea, cutanea difusa, mucocutanea, difusa e
visceral (SAMPAIOQ et al., 2021; SAFAVI et al., 2021; COWAN et al., 2023).

A transmissdo da leishmaniose ocorre principalmente através da forma vetorial, por
meio da fémea do inseto flebotomineo (QUINNELL; COURTENAY, 2009). Estes dipteros
estdo contidos na subfamilia Phlebotominae, a qual é classificada em seis géneros: Phlebotomus
sp., Sergentomyia sp. e Chinius sp. do Velho Mundo, e Lutzomyia sp., Brumptomyia sp. e
Warileya sp. do Novo Mundo (MAROLL, et al., 2013; AKHOUNDI et al., 2016).
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Embora o ciclo epidemioldgico da leishmaniose tenha sido mais amplamente estudado
em seres humanos e cdes, cerca de 70 espécies de animais ja foram documentadas como
hospedeiros dos parasitos do género Leishmania sp.. Entre essas espécies, destacam-se 0s
lagomorfos, roedores, xenartros, felinos, marsupiais e bovinos (TSAKMAKIDIS et al., 2017,
LAINSON et al., PEREIRA; MAIA 2021; VIOTI et al., 2019).

O ciclo de transmissdo do protozoario Leishmania sp. inicia quando a fémea dos
vetores flebotomineos realizam o repasto sanguineo inoculando na pele do animal a
promastigota metaciclica (Figura 9) (TURCO; DESCOTEAUX, 1992). Posteriormente
macrofagos e neutréfilos sdo recrutados para o local da picada, bem como, as células de
langerhans e fibroblastos (PETERS, 2008; JOHN; HUNTER, 2008). Assim, 0 parasito se fixa
a célula hospedeira através do seu flagelo, o qual possui moléculas (GLPs e gp63) que se ligam
a receptores dos macrofagos (CR1 e CR3), realizando a internalizacdo do parasito (RUSSELL,;
WILHELM, 1986; TURCO; DESCOTEAUX, 1992).

Macrophages and other cells

Promastigotes multiply and Sandfly injects promastigotes into @
phagocytize promastigotes

migrate to proboscis of sandly skin as it takes a blood meal

Sandfly Stages Host Stages

Amastigotes change into Pronastigotes change
promastigotes i gut of MO AMASTIZOLes
sanxifly

~
23

@ Ingestion of infected cell @ Amastigotes maltiply

and infect other cells

Sandfly consumes cells infected with
amastigotes as it takes a blood meal

Figura 9. Ciclo bioldgico dos protozoarios do género Leishmania sp. (Fonte: Sheikh, et al.,
2020).
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Os parasitos do género Leishmania sp. entdo sao fagocitados por macréfagos, onde se
fixam dentro dos vacuolos parasitoforos (STUART et al., 2008; YOUNG; KIMA, 2019). Os
macrdfagos se movem da pele para os linfonodos locais com as amastigotas, onde entéo ocorre
a disseminacdo para medula 6ssea, baco e outros 6rgdos infectando novas células (ZHANG et
al., 2022).

Tendo em vista a carga parasitaria presente na pele do cdo, ocorre a infeccdo de um
novo flebotomineo apds repasto sanguineo no cédo infectado (ARUMUGAM et al., 2022). Os
macrdfagos contendo as amastigotas Leishmania sp. no trato digestivo médio do flebotomineo,
como consequéncia da alteracdo do pH e temperatura, se transformam em promastigotas
prociclicas e se multiplicam (DOSTALOVA:; VOLF, 2012). Apds 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 valvula estomodeal e
realizam nova divisdo, se transformando em promastigotas metaciclicas infecciosas para

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

Apos a infecgdo, os sinais clinicos podem variar de acordo com a resposta imunolégica
do hospedeiro, estado clinico e a viruléncia do agente (MACHADO et al., 2019; YASMIN et
al., 2022). Cées podem apresentar dois tipos de respostas ao agente, sendo ela celular ou
humoral, com efeito, permanecem assintomaticos ou apresentam altera¢des clinicas (SAHA et
al., 2022). Assim, a forma em que a doenca se apresenta € 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 responsavel pela produgédo de IL-2, TNF-a e
IFN-y, que estimula a ativa¢do de macrofagos, os quais destroem o parasito (SHAHI, 2013). Por
outro lado, a resposta TH2 (T helper 2) impulsiona a producéo de IL-4 e IL-10, inibindo a acdo
de macréfagos e produzindo anticorpos anti-Leishmania sp. (AJDARY et al., 200; ROLAO et
al., 2007). Nesse sentido, a deposic¢ao de imunocomplexos em tecidos ocasiona as manifestacdes
clinicas observadas (CACHEIRO-LLAGUNO et al., 2016; CONDE et al., 2022).
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3.3. Leishmaniose em céaes

Apesar da enfermidade ja ter sido descrita em diversas espécies domesticas e silvestres,
os cées (Canis familiaris) sdo os principais reservatorios e sentinelas da leishmaniose em areas
urbanas (HASSAN et al., 2009). Visto que apresentam alta suscetibilidade ao patégeno,
precedendo os casos humanos, além de possuir intenso parasitismo cutaneo acarretando a
disseminacdo do parasito (BORGES et al., 2022; LOPES et al., 2020). Dessa forma, estudos
relacionados ao papel do cdo no ciclo epidemioldgico da doenca sdo fundamentais, tendo em

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

A principal forma de transmissdo da LCan € vetorial, ocorrendo através do repasto
sanguineo realizado por fleb6tomos da familia Phlebotominae (PINTO et al., 2022). Os sinais
cardinais da leishmaniose sdo anemia, esplenomegalia e febre (PEACHEY et al., 1994). As
principais manifestacfes clinicas sdo alteracbes dermatoldgicas (alopecia, dermatites,
onicogrifose, paroniquia, hiperpigmentacao de pele), alteragdes oculares (uveite, conjuntivite,
opacidade de cornea, episclerite) emaciacdo, linfadenomegalia e por fim, em casos mais graves
0 6bito (NICOLATO et al., 2013; OLIVERIA, 2021).

O diagnostico clinico possui problemas, visto que as manifestacbes clinicas
relacionadas a leishmaniose sdo diversas, tendo cédes tanto assintomaticos quanto cées
apresentando acometimento de varios 6rgaos (SOLANO-GALLEGO et al., 2011). Dessa
forma, é utilizado mais de uma técnica para obter um diagndstico preciso, entdo em cées é

possivel realizar testes soroldgicos, moleculares e parasitoldgicos (THAKUR et al., 2020)

A LCan se manifesta por um amplo espectro clinico, com efeito, o tratamento é repleto
de desafios (KARUNAWEERA; FERREIRA, 2018). Dessa forma, muitos protocolos sédo
utilizados para diminuir os sinais clinicos e a carga parasitaria. A Miltefosina
(hexadecilfosfocolina) é a droga preconizada pelo Ministério da Agricultura e Abastecimento
do Brasil, amplamente estudada por sua acdo leishmanicida, pois, altera a biossintese das
glicoproteinas e glicolipideos da membrana do parasito (SUNDAR; OLLIARO, 2007; CROFT
etal., 1987).

Além disso, outros fA&rmacos como alopurinol, marbofloxacina e imunomoduladores
também estdo sendo utilizados com bons resultados (PINEDA et al., 2017; NASCIMENTO et
al., 2020; COLACO et al., 2023; ). Por fim, uma vez que a doenca ndo possui cura e sim

diminuicdo da carga parasitaria e dos sinais clinicos, os medicamentos sdo administrados até o
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fim da vida do paciente. Sendo atrelado a isso formas de prevencdo através do uso de coleiras
repelentes como a Scalibor® MSD-Animal Health, Seresto®/Bayer Saude Animal e Front

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

Tendo em vista a complexidade da cadeia epidemioldgica e consequentemente das
dificuldades relacionadas a contencdo da leishmaniose (GEORGIADOU et al., 2015). A
confirmacdo da doenga deve estar sempre atrelada ao acompanhamento da resposta ao
tratamento, portanto é necessario encontrar preditores confidveis para realizar a cura clinica e
diminuir as chances de disseminacdo (MAIA; CAMPINO, 2018).

3.4 Parasitismo de Leishmania sp. em pelo

As infeccBes por protozoarios do género Leishmania sp. compreendem uma série de
enfermidades zoonoticas denominadas de leishmanioses, cuja transmissao ocorre por meio de
insetos da familia Phlebotominae (BANETH; SOLANO-GALLEGO, 2022). Nos ultimos
tempos, casos da leishmaniose tem sido cada vez mais descritos nos centros urbanos,
caracterizando um processo de urbanizacdo da enfermidade, no qual o cdo (Canis familiaris)
desempenha o papel central como principal reservatério nesses locais (CHAGAS et al., 2021;
CAVALCANTE et al., 2022). Devido a complexidade clinica da enfermidade, na atualidade
tem-se buscado o aprimoramento das metodologias de diagndstico, com enfoque na utilizacdo
de amostras biologicas menos invasivas (MAIA et al., 2020).

Uma vez que o ciclo de transmissao do parasito Leishmania sp. inicia através da sua
inoculacdo na pele do cdo apds a ingestdo de sangue (ARUMUGAM et al., 2022; SAINI et al.,
2022), o sistema tegumentar torna-se um local de estudo ideal para leishmaniose em decorréncia
da alta carga parasitéria e atividade celular na derme diante do processo inflamatorio da doenca
(SCORZA et al., 2017). Com isso, a doenca em cronicidade desenvolve manifestacdes
dermatoldgicas no local da picada do flebotomineo, descritas como os locais com maior

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

O sistema tegumentar é composto pela pele, juntamente com as estruturas anexas:
unhas, pelos e glandulas (sudoriparas, mamarias e sebaceas), que desempenham o papel de
primeira linha de defesa do corpo (NGUYEN; SOULIKA, 2019; PORCELLATO et al., 2022).
Dentre as funcdes realizadas por este sistema, o acimulo de toxicos ambientais, excrecao de
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substancias e regulacdo de reacdes imunologicas, estdo diretamente ligadas ao ciclo de vida do
parasito Leishmania sp. (WENZEL et al., 1996; GRATACOS-CUBARSI et al., 2007,
PASSELLI et al., 2021). Tendo em consideracdo os estudos anteriormente realizados, o
acumulo do parasito nesses locais influencia na taxa de infectividade, o bulbo por sua vez
permite identificar a carga parasitaria sem ocasionar estresse (QUINNELL; COURTENAY,
2009; COURTENAY et al., 2014).

De acordo com Mehregan (1968) o organismo possui mecanismos para expelir
substancias desconhecidas. A eliminacdo transepitelial da forma amastigota de Leishmania spp.
através das camadas epidérmicas pode ocorrer de maneira passiva através do fluxo de
queratinizacdo que ocorre com as células epidérmicas ou de uma forma ativa (AZADEH,;
ABDULLA, 1995) (KARRAM et al., 2012). Sendo ja descrita a eliminacdo de medicamentos
e outros parasitos em pelo de animais por meio da detecgdo atraves da PCR (STOUT et al.,
2000; GRATACOS-CUBARSI et al., 2006; PATRA et al., 2007).

Além disso, os Compostos Organicos Volateis (COV’s) que determinam a
comunicagdo entre o hospedeiro e o vetor da leishmaniose, influenciam na transmissdo do
parasito (STANIEK; HAMILTON, 2021). De acordo com Scorza et al., (2021) os animais
parasitados apresentando manifestacdes clinicas, possuem aleloguimicos que conferem ao
hospedeiro maior atratividade para o flebotomineo. Com efeito, é possivel afirmar que os
animais que possuem maior carga parasitaria em derme onde estéa situado o foliculo capilar tem
maior taxa de infectividade do que o animal assintoméatico (COSTA-VAL et al., 2007,
MICHALSKY et al., 2007; SOARES et al., 2011). Dessa forma, uma vez que as alteracfes em

pelos e pele representam a taxa de infectividade do céo, € nitida a importancia de estuda-lo.

O diagnostico sorologico preconizado pelo Ministério da Satde do Brasil, € realizado
através do teste imunocromatografico utilizando o Teste Rapido DPP (Dual Path Plataform,
Biomanguinhos®), como triagem dos animais. Além disso, 0 ensaio Imunoadsorvente Ligado
a Enzima (ELISA® Kit EIE LVC - Biomanguinhos) como confirmatoério (SOLANO-
GALLEGO, 2011; BRASIL, 2014). Entretanto, sabe-se que o nivel de anticorpos varia muito
lentamente de acordo com o estagio da doenca, assim, a integracdo de métodos soroldgicos,
parasitoldgicos e moleculares culminam em um diagndstico mais preciso. (ASSIS et al., 2010;
CORPAS-LOPEZ et al., 2016).
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Com base nisso, as técnicas moleculares no diagndstico da leishmaniose estdo sendo
cada vez mais utilizadas, devido a sua alta capacidade de fornecer resultados extremamente
sensiveis e especificos (GALLUZZI et al., 2018). Sendo o seu uso ja relatado com diversos
tipos de amostras biol6gicas, desde urina, cerumen, pele, sangue e secrecdo conjuntival
(JUNGUDOMJAROEN et al., 2015).

Em funcéo disso a empregabilidade de amostras ndo invasivas como urina, swab oral
conjuntival e vulvar sdo capazes de substituir as coletas invasivas e assim monitorar o estagio
clinico do paciente com leishmaniose, de modo que o estresse pode ser reduzido (BEZERRA
etal., 2019). Nesse sentido, amostras de pelo de cdes tem sido avaliadas tanto para o diagnostico
qualitativo, quanto o quantitativo utilizando a PCR (GONCALVES et al., 2016). Assim, o
pelame possui vantagens por se tratar de uma amostra ndo invasiva e com boa estabilidade em
diversas condigdes ambientais, mantendo a sua integridade (MUNOZ-MADRID et al., 2013).

4. OBJETIVO
4.1 Geral

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

4.2 Especificos

e Realizar a selecdo de cées parasitologicamente positivos para Leishmania sp.;

e Identificar as alteragdes clinicas em pacientes caninos com leishmaniose;

e Realizar o diagnostico de Leishmania infantum utilizando diferentes partes do pelo e do
corpo.

e Propor um protocolo menos invasivo para obtencdo de amostras e diagnostico da
leishmaniose em cées.

5. METODOLOGIA
5.1 Aspectos éticos

As atividades desenvolvidas no presente estudo foram aprovadas pela Comissdo de
Etica no Uso de Animais (CEUA) sob o protocolo de nimero 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 responsaveis.
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5.2 Area de estudo

A presente investigacdo teve origem no Hospital Veterinario (HOVET) da
Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE), situado na cidade de Recife, no estado
de Pernambuco, regido nordeste do Brasil. Pernambuco é uma das 27 unidades federativas do
pais e compartilha suas fronteiras com cinco estados vizinhos: Paraiba e Ceara ao norte, Piaui
a oeste, e Alagoas e Bahia ao sul, sendo banhado ao leste pelo oceano atlantico (SOBEL et al.,
2009).

Historicamente o territorio pernambucano € reconhecido como uma area endémica
significativa para leishmaniose, apresentando uma média anual de incidéncia de 1,28 casos a
cada 100 mil habitantes e municipios com alto risco de transmissdo (RIBEIRO et al., 2021,
MACHADO, 2023). O local se destaca por sua ampla cobertura de biomas, que inclui florestas
atlantica de encostas, terras baixas, restinga, manguezal e semidecidua, além de savana tropical
estacional semiarida (MENEZES, 2019). De acordo o Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica (2023), o estado possui uma populacdo de 9.058.155 (92,37hab/km?) de pessoas,
com um rendimento mensal per capita de R$1.010 e indice de desenvolvimento humano de
0,719.

Para atender a necessidade crescente, a unidade médica de ensino e atendimento
veterinario da UFRPE, realiza atendimento clinico especializado para a leishmaniose canina a
comunidade proveniente da capital e do interior do estado de Pernambuco. Sendo esse servico
disponibilizado mediante o agendamento e encaminhamento de animais previamente avaliados
por profissionais médicos veterinarios, com o objetivo de realizar o diagndstico confirmatorio,
tratamento e estadiamento da enfermidade nos animais, contribuindo assim para a prevencao

dos seres humanos.

5.3 Delineamento experimental e participantes da pesquisa

Esse estudo € de carater transversal, com a finalidade de avaliar o pelo como uma

amostra ndo invasiva para deteccdo de KDNA de Leishmania infantum em pacientes caninos.
5.4 Populacéo canina
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Foram selecionados aleatoriamente 15 cdes de sexo, ragas e idades distintas,
provenientes do servico ambulatorial especializado em leishmaniose do HOVET/UFRPE. O
critério de inclusdo estabelecido consistiu em animais de regides endémicas do estado de
Pernambuco, parasitologicamente positivos em medula éssea e linfonodo para Leishmania sp.

em exames de rotina.

5.5 Avaliacéo clinica

Na ocasido em que deram entrada para atendimento inicial (D0), todos os animais
foram avaliados clinicamente obedecendo as seguintes etapas: anamnese e histérico clinico;
exame clinico e fisico geral; avaliacdo da pele e anexos cutaneos; avaliacdo dos 6rgaos
linfoides; e avaliacdo oftdlmica. Durante a avaliacdo os pacientes foram categorizados com
base nas apresentacdes clinicas observadas. Sendo estes, considerados sintomaticos quando
uma ou mais manifestacbes clinicas comuns da leishmaniose estavam presentes e

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

As informacdes clinicas pertinentes foram devidamente registradas em uma ficha clinica

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

5.6 Coleta de amostras bioldgicas

Todos os animais foram submetidos a puncdo venosa cefalica e/ou jugular, mediante
a utilizacdo de seringa descartavel, 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 deteccdo de anticorpos IgG anti-

Leishmania infantum.

Os pacientes tambeém foram submetidos a coleta por epilacéo para obtencao de bulbo
piloso e com auxilio de tesoura para haste pilosa, no qual cerca de 20 a 50 fios foram removidos
de éreas integras do dorso e cabeca. Além disso, sempre que houvesse lesbes em qualquer parte
do corpo dos cées, pelos das areas circundantes as lesdes também foram coletados. Nesse
momento, todos os materiais obtidos foram acondicionados em tubos conicos estéreis
(Eppendorf®) previamente identificados e mantidos sob congelamento a -40°C, até o até a
extracdo de DNA.

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

escarificacdo com lamina de bisturi (N.° 10) para analise citologica, quando presentes alteracdes
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cuténeas (dermatite esfoliativa e/ou ulcerativa) nos pacientes avaliados. Além disso, realizou-
se a biopsia de medula 6ssea e a Puncdo Aspirativa por Agulha Fina (PAAF) em linfonodos
alterado (Ex.: aumento de tamanho) de todos os individuos. Estes materiais foram destinados a

confirmacéo da LCan a partir da observacao direta de formas amastigotas de Leishmania sp..

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

Para a deteccdo de anticorpos IgG anti-Leishmania infantum, empregou-se o Teste
Imunocromatografico DPP (Dual Path Platform, Biomanguinhos®), cujos antigenos sao
constituidos pelas proteinas recombinantes rk26 e rk39 (MACHADO et al., 2020).

O procedimento consistiu na adi¢do de 5 pL de soro sanguineo ao pog¢o 01 (amostra +
tampdo), seguido pela aplicacdo de duas gotas de tampdo no mesmo poco. Apds O
desaparecimento das duas linhas azuis, correspondentes ao Controle (C) e ao teste (T), efetuou-
se a adicdo de quatro gotas de tampéo ao poco 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 Diagnostico parasitologico

Apos a coleta foram confeccionados em lamina de vidro estiracos das amostras
obtidas através da escarificacdo de pele, PAAF de linfonodo e/ou bidpsia de medula 6ssea. Ao
término todos os materiais foram fixados e apos a secagem, finalmente realizou-se a coloragéo
do tipo Romanosvsky (Pandtico rapido, LB, Brasil) no LDP da UFRPE. Em seguida, o material
foi avaliado por meio de microscopia de luz com imersdo sob aumento de 1000x. A observacao
de uma Unica forma amastigota do protozoario Leishmania sp. em qualquer uma das laminas

foi considerado positivo.
5.8. Diagndstico molecular

5.8.1. Extracdo de DNA

A extragao do DNA gendmico foi realizada mediante a utilizagdo do The ReliaPrep™
Blood gDNA Miniprep System, atendendo todas as especificagdes do fabricante. Nesta etapa,
boas préticas de laboratério foram adotadas, sendo estéereis todos os materiais utilizados para

evitar contaminacao, bem como, a utilizacdo de EPI 's.
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Para isso, uma média entre 20-50 pelos por animal foram utilizados, conforme preconiza
o0 protocolo padronizado descrito por Gongalves et al. (2016) e Belincho-Lorenzo et al. (2019).
Na ocasido, o material foi introduzido em tubo cénico (Eppendorf®) estéril e agitado em vértex
por 10 segundos com 20l de Proteinase K e 200ul de tampé&o de lise celular (CDL) e em
seguida, incubado a 56°C em banho seco por 30 minutos.

Apos a incubacéo, adicionou-se 250ul de tampao de ligagdo (BBA) junto ao material
lisado, levando-se novamente para agitacdo em vortex por 10 segundos. Em seguida, o material
foi centrifugado por um minuto e entdo transferido para uma coluna com microfiltro (Relia
Prep™ Binding Columns) em um tubo de coleta devidamente identificado, repetindo-se ao

término a centrifugacdo sob as mesmas condices.

Posteriormente a coluna contendo o microfiltro foi colocada em outro tubo de coleta, e
entdo 500ul de Colum Wash Solution (CWS) foram adicionados e o material ¢ centrifugado por
3 minutos. A etapa de lavagem com CWS ¢ realizada mais duas vezes, ate completar trés
lavagens. Por fim, adicionou-se 150ul de Nuclease Free Water na coluna e submeteu-se a
centrifugacdo por um minuto. Ao término, o DNA obtido foi armazenado em tubos estéreis em

congelamento até sua utilizacao.

5.8.2. Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

Os primers empregados na pesquisa foram o MC1 (5' -GTT AGC CGA TGG TCT TG-
3) e 0o MC2 (5-CAC CCA TTT TTC CGA TTT TG-3'), projetados para amplificar um
Fragmento de 447 pares de base dos minicirculos de KkDNA pertencentes ao complexo

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

As PCR’s foram realizadas com um total de 17,5 uL, composto por 6 uL de DNA, 1 uL
de cada primer, 2,75uL de H20 e 6,75 uL de SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems).
A reacdo foi realizada em um termociclador automético com uma etapa inicial de desnaturacdo
a 95°C por 10 min, seguida de 40 ciclos de amplificacdo (95°C/15s, 60°C/1 min).

5.8.3. Eletroforese

Os produtos de amplificados foram submetidos a analise por eletroforese horizontal em
gel de agarose a 2% com tampéo 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 documentacéo digital das imagens.

5.9. Andlise dos dados

Para a analise estatistica, todos os dados foram tabulados e organizados em planilhas do
Microsoft Excel® 2019. As frequéncias relativas e absolutas, foram calculadas utilizando-se o
InStat (GraphPad Software, Inc., 2000) com nivel de significancia p<0,05.

7. RESULTADO

No presente estudo foram avaliados 15 animais parasitologicamente positivos em
medula dssea (73,33%; n=11/15), linfonodo (86,67%; n=13/15) e pele (20,00%; n=3/15), sendo
estes cdes machos (66,67%; n=10/15) e fémeas (33,33%; n=5/15), classificados clinicamente
como polissintomaticos. Nesses individuos os sistemas organicos mais acometidos foram o
tegumentar (93,33%; n=14/15), seguido por linfatico (86, 67%; n=13/15) e circulatdrio
(40,00%; n=6/15), e em menor frequéncia musculoesquelético (33,33%; n=5/15), visual
(33,33%; n=5/15) e gastrointestinal (26,67%; n=4/15).

Em contrapartida, detectamos a presenga do DNA de L. infantum em amostras de pelo
de 33,33% (5/15) dos caes avaliados. Constatando-se em pelos de areas de pele integra,
positividade Unica de 80% (n=4/5) em amostras oriundas da cabeca, e de 40% (n=2/5) para

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

Quanto ao segmento analisado, houve somente a amplificacdo 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 6ssea (80%; n=4), com uma media 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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Eletroforese em gel de agarose a 1,5% de produtos da reacdo em cadeia da polimerase
evidenciando a amplificacdo de KDNA do protozoario Leishmania infantum em bulbo piloso
de cées; e B) Citologia de aspirado de linfonodo canino com formas livres de amastigotas de
Leishmania sp.. (Fonte: Acervo pessoal, 2023).

Ao exame clinico constatou-se que, 100% (n=5) desses cées eram polissintomaticos,
divididos entre machos (60%; n=3) e fémeas (40%; n=2). Destes, 80% (n=4) correspondiam a
pacientes caninos Sem Raga Definida (SRD), enquanto 20% (n=1) eram da raga Husky
Siberiano, ambos com uma média de idade de 1,4 anos e 17kg ao primeiro atendimento.

Estando entre os sistemas organicos mais acometidos, se destacou o tegumentar (100%;
n=5) e linfatico (100%; n=5) seguidos pelo circulatério (60,00%; n=3), musculoesquelético
(40,00%; n=2), visual (40,00%; n=2) e gastrointestinal (40,00%; n=2). Das alteracdes clinicas
tegumentares observadas, onicogrifose (60,00%; n=3), alopecia (20,00%; n=1) e paroniquia
(20,00%; n=1) apareceu entre os sinais clinicos mais comuns. Além dos diferentes tipos de

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

No sistema circulatério, os animais apresentaram hipocromia de mucosas (60,00%;
n=3) e epistaxe (20,00%; n=1). Enquanto poliartrite (40,00%; n=2) foi a Unica disfuncédo
presentes no sistema musculoesquelético. Por outro lado, a nivel de sistema visual secrecdo
ocular (40,00%; n=2), conjuntivite (20,00%; n=1) e opacidade de cdrnea (20,00%; n=1)
apareceram com maior frequéncia. Ao mesmo tempo que, émese (20,00%; n=1) e diarreia
(20,00%; n=1) foram os principais problemas gastrointestinais e linfadenomegalia (100%; n=>5)
a Unica alteracao presente em sistema linfatico, nos animais diagnosticados molecularmente.
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8. DISCUSSAO

Neste estudo, propomos a adocao de uma abordagem menos invasiva para o diagnéstico
da leishmaniose, através da utilizacdo da haste e bulbo piloso de cédes. Entre os animais
avaliados (n=15), 0 KDNA de L. infantum em amostras de pelo foi detectado em 33,33% (n=5)
dos cdes. Sendo este, um achado molecular ja relatado por Mufioz-Madrid et al. (2016) em
canideos silvestres do norte e oeste da Espanha e por Belinchén-Lorenzo et al. (2019) em cées
provenientes do estado de S&o Paulo (Brasil). Além disso, também foi descrito por Gongalves
etal. (2016) ao conduzirem estudos com pacientes caninos do estado da Bahia (Brasil), os quais
associaram sua presenga devido a habilidade do pelo em acumular substancias, conforme

evidenciado nesta investigacéo.

Embora esse mecanismo ainda ndo seja totalmente compreendido, Sereno et al. (2020)
sugere a ocorréncia de um processo de eliminacao transdérmica, no qual se tem a insercéo direta
do kDNA de L. infantum entre os queratindcitos da pele e do pelo no local de inoculagdo do
agente parasitario. De acordo com Karram et al. (2022), determinadas substancias sdo 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 queratinizacdo ou ativa, com evolucao pela
epiderme através de compostos que induz 0 movimento de queratindcitos em maturagdo. O que

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

No que diz respeito as areas examinadas, a positividade para L. infantum foi observada
em amostras de DNA de pelagem oriundas tanto de regiGes com pele intacta (80%; n=4/5)
quanto de areas lesionadas (40%; n=2/5). Sendo esses, achados j& descritos em estudos
anteriores (GONCALVES et al. 2016; BELINCHON-LORENZO et al. 2019). Quanto a
localizagdo, constatamos uma maior frequéncia de DNA em pelos provenientes da cabeca
(40%), em relacdo a regido dorsal (20%) e cervical (20%). Para Velez et al. (2012) as areas da
cabeca s@o prontamente alcangadas pelos flebotomineos devido a sua menor cobertura de pelos.
Cortes et al. (2012) e Marzochi et al. (2021) explicam que a auséncia ou reducdo da pelagem
proporciona uma maior superficie corporal, aumentando assim o potencial de transmissdo da
leishmaniose. Sendo concordante com 0s nossos resultados, uma vez que, o parasitismo cutaneo
é mantido no local de alimentacdo, quer seja em pele integra ou lesionada (BONGIORNO et
al., 2019; ARUMUGAM et al., 2022).
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Com relagéo 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 sanguinea e o bulbo piloso apresenta fluxo sanguineo
proveniente dos vasos na papila dérmica subjacente (BASSERT, 2010; KUMOSANI et al.,
2022). De fato, pacientes com leishmaniose cutdnea podem apresentar amastigotas de
Leishmania sp. dentro dos foliculos pilosos (KARRAM et al. 2022). Além disso, em caes,
Solano-Gallego et al. (2004) ja observou uma carga parasitaria significativamente elevada nas
proximidades dos foliculos pilosos, a qual também relacionou a sua disseminagdo hematogénica

e tropismo pela pele.

Aqui demonstramos que a presenca de KDNA de L. infantum em pelo esta diretamente
associada ao acometimento de linfonodos (100%; n=5) e medula 6ssea (80%; n=4). Uma
relacdo também observada por Corpas-Lopez et al. (2016), que em seu estudo com cées em
tratamento para a leishmaniose, vinculou a carga parasitaria capilar a presenga do parasito
nesses locais. Apesar de 20% (n=1) dos animais ndo terem demonstrado presenca 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 niveis de anticorpos podem variar amplamente em
diferentes estagios da doenca, e a progressao da enfermidade depende da natureza da resposta
imunoldgica que os cées infectados desenvolvem (SOLANO-GALLEGO et al., 2016).

Essa particularidade pode contribuir para a compreensao da presenca de kDNA de L.
infantum somente na pelagem de cdes considerados clinicamente polissintomaticos (100%;
n=5/5). Se por um lado, os animais que desenvolvem uma alta imunidade especifica mediada
por células T podem ser capazes de controlar o parasito e apresentar uma manifestacdo menos
grave da doenga (RAMOS et al., 2023). Do outro, a resposta humoral intensa é uma das
principais causas da patogénese da enfermidade e pode levar a morte, uma vez que, intensidade
das manifestacdes clinicas esta diretamente relacionada a carga parasitaria (CHAGAS et al.,
2021; MORALES-YUSTE et al., 2022).

Quanto ao perfil dos cdes avaliados molecularmente em nosso estudo, estes consistiram
em machos, adultos (1,4 anos), SRD. O que se assemelham as principais caracteristicas da LCan
entre animais afetados (OLIVEIRA et al., 2010; SPADA et al., 2020; TAMPONI et al., 2021).
A leishmaniose ¢ uma doenca multissistémica, que pode se manifestar de diferentes formas,
desde alteracdes na pele, onicogrifose, aumento dos ganglios linfaticos e lesbes resultantes da

deposicdo de imunocomplexos, como artrite, problemas oculares, entre outros, conforme foi
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evidenciado nesta pesquisa (OLIVEIRA et al., 2019; SALANT et al., 2021; CACHEIRO-
LLAGUNO et al., 2021).

Dessa forma, por envolver um complexo diagndstico devido a amplitude das
manifestacdes clinicas (GARCIA-CASTRO et al., 2022). A utilizacio de amostras de pelo na
identificagdo molecular de cdes com leishmaniose, inclui uma série de beneficios, em relagdo a
determinados métodos tradicionais, pois, além de ndo ser uma amostra invasiva, dispensando o
uso de anestesia, pode ser aplicada em estudos a campo, por meio de uma coleta e soltura rapida
(BELINCHON-LORENZO et al., 2013; CORPAS-LOPEZ et al., 2016; LOPES et al., 2017;
KOTNIK et al., 2021). Albergando também boa estabilidade molecular, mesmo quando
exposto a condicdes adversas do ambiente (MUNOZ-MADRID et al., 2013).

9. CONCLUSAO

A utilizacdo de amostras de bulbo piloso mostrou ser uma escolha eficaz para a deteccéo
molecular KDNA de L. infantum. Sendo uma alternativa rapida, simples para realizacdo da
coleta e ndo invasiva proposta para identificar o parasitismo por Leishmania sp. em hospedeiros

infectados.

10. CONSIDERACOES FINAIS

O estagio supervisionado obrigatorio caracteriza uma etapa crucial no aprimoramento
das competéncias profissionais ao concluir a graduacdo. Nesse contexto, a experiéncia
proporcionou ao aluno uma visdo de técnicas de diagndsticos diversas, além de aprimorar
conhecimentos acerca da anamnese e coleta de amostras bioldgicas. Assim, foi possivel
desenvolver habilidades inerentes ao medico veterinario como raciocinio clinico, tomada de
decisOes e responsabilidade. Além disso, foi importante observar a conduta e valores éticos e
morais do médico veterinario, pois para se tornar um bom profissional é imperativo ser uma

boa pessoa.
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