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RESUMO 
 

O uso de procedimentos simples para coleta de amostras e a realização de um 

diagnóstico eficiente da leishmaniose visceral canina (LVC) são de grande relevância 

para auxiliar o controle desta grave doença.  Com base nisso, avaliou-se o potencial de 

amostras clínicas de coleta não invasiva como os swabs conjuntival, nasal, oral e swab 

de pele orelha para o diagnóstico molecular da LVC, utilizando-se a reação em cadeia 

da polimerase convencional (PCR). Além disso, foram avaliadas as cargas parasitárias 

obtidas destas amostras e suas possíveis implicações, utilizando a PCR em tempo real 

(qPCR). Para isso, foram utilizados cães naturalmente infectados obtidos no Centro de 

Controle de Zoonoses de Belo Horizonte-MG. Dez cães saudáveis e livres de infecção 

foram adotados como grupo controle. As amostras destes animais foram coletadas em 

três momentos diferentes. Na primeira coleta, foram obtidos 80 cães que foram 

divididos em dois grupos de 40 indivíduos de acordo com a ausência (grupo 1) ou 

presença de sinais clínicos compatíveis com a LVC (grupo 2). Destes animais, foram 

coletados o swab conjuntival separadamente de cada ocular, aspirados de medula óssea, 

biópsia de pele de orelha e sangue periférico. Estas amostras foram submetidas à PCR-

hibridização e à qPCR. Os resultados da PCR-hibridização para os grupos 1 e 2 foram 

respectivamente: conjuntiva direita, 77,5% e 95%; conjuntiva esquerda, 75% e 87,5%; 

pele de orelha, 45% e 75%; medula óssea, 50% e 77,5%; sangue periférico, 27,5% e 

22,5%. As positividades da PCR-hibridização para o swab conjuntival foram 

equivalentes (p>0,05) ou superiores àquelas referentes às amostras de coleta invasiva 

(p<0,05). Os dados de qPCR revelaram que as cargas parasitárias cutâneas dos dois 

grupos de cães foram equivalentes (p>0,05) e mais altas em relação às demais amostras 

dentro de cada grupo (p<0,05). Os títulos de IgG antiLeishmania dos cães com 

manifestações clínicas foram superiores aos dos cães sem expressão clínica (p = 0,025). 

Correlações positivas e significativas foram detectadas entre os títulos de IgG total e a 

carga parasitária nos cães sem sinais clínicos apenas quando a medula óssea e a pele de 

orelha foram consideradas (p<0,05). 

A segunda e a terceira coletas envolveram 34 e 28 cães naturalmente infectados 

respectivamente, dos quais foram coletadas as mesmas amostras clínicas citadas 

anteriormente, com o acréscimo do swab nasal (n = 62). Para o diagnóstico qualitativo, 

todos os materiais coletados desses cães foram submetidos à PCR complexo Leishmania 

donovani específica (cPCR), exceto o sangue periférico. A positividade para o swab 
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nasal foi equivalente àquelas obtidas para as demais amostras, alcançando a frequência 

de 87% (54/62), (p>0,05). A carga parasitária estimada para o swab nasal foi 

equivalente àquela obtida com o swab conjuntival (p> 0,05) e inferior ao parasitismo na 

medula óssea e pele de orelha (p<0,05). 

Somente dos cães da terceira coleta (n = 28) foram obtidos os swabs oral e de 

pele de orelha, além das demais amostras clínicas já mencionadas. As positividades 

calculadas para a cPCR foram: 79% (22/28) para o swab oral e 43% (12/28) para o swab 

de pele de orelha. O resultado para swab oral foi equivalente àqueles das demais 

amostras clínicas (p>0,05) e superou apenas o dado referente ao swab de pele de orelha 

(p = 0,013). A carga parasitária no swab oral foi equivalente àquelas estimadas nos 

swabs conjuntival e nasal (p>0,05) e inferior em relação às outras amostras clínicas 

(p<0,05). Para o swab de pele de orelha não foi possível estimar a carga parasitária com 

a metodologia adotada. 

Em suma, as amostras clínicas obtidas com swab, exceto o swab de pele de 

orelha, apresentaram importante potencial para o diagnóstico molecular da LVC, pois 

superaram ou equivaleram-se às amostras de coleta invasiva. Destaque é dado ao swab 

conjuntival que apresentou bom desempenho para o diagnóstico de cães infectados sem 

sinais clínicos. As cargas parasitárias cutâneas igualmente altas nesses cães impõem um 

sério desafio para o controle da LVC em regiões endêmicas, dadas as dificuldades em se 

diagnosticar acuradamente cães infectados sem expressão clínica. 

 

 

 

Palavras chave: Diagnóstico, PCR, Leishmania infantum, coletas não invasivas, 

leishmaniose visceral canina. 
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ABSTRACT 
 

 An accurate diagnosis of canine visceral leishmaniasis (CVL) based on simple 

procedures for sample collection is very important as an auxiliary measure control of 

this severe disease. In this work we used conventional PCR to evaluate the potential of 

clinical samples obtained noninvasively as follows: conjunctival, nasal, oral and ear 

swabs for the diagnosis of CVL. In addition, we analyzed the parasite loads obtained 

from these samples and the possible implications using the real time PCR (qPCR). 

Naturally infected dogs were collected in the Municipal Zoonotic Diseases Control 

Department of Belo Horizonte-MG. Ten healthy no infected dogs were adopted as 

control group. The animals were collected in three different moments. Firstly, 80 dogs 

were obtained and divided into two groups with 40 dogs: group 1 without clinical signs 

and group 2 with clinical signs. From all these animals, the conjunctival swab from each 

eye, bone marrow, skin biopsy and peripheral blood were collected and submitted to the 

PCR-hybridization and qPCR. The frequencies of positive results obtained by kDNA 

PCR/hybridization for asymptomatic and symptomatic dogs, respectively, were as 

follows: right conjunctiva, 77.5% and 95.0%; left conjunctiva, 75.0% and 87.5%; skin, 

45.0% and 75.0%; bone marrow, 50.0% and 77.5%; and blood, 27.5% and 22.5%. The 

PCR-hibridization positivity for conjunctival swab was equivalent (p>0.05) or higher 

than those for other samples (p<0.05). The qPCR data revealed that the parasite burden 

in the skin was the highest within each group (p<0.05), but there was no statistical 

difference between them (p>0.05). The antiLeishmania IgG titers from dogs with 

clinical manifestations were higher than those from dogs without clinical signs (p = 

0.025). Positive and significant correlations were detected between parasitism and IgG 

titers only in the bone marrow and skin from dogs without clinical signs (p<0.05). 

 The second and third collection enrolled 34 and 28 naturally infected dogs 

respectively. The same clinical samples mentioned above were collected. Additionally, 

the nasal swab was obtained (n = 62). The qualitative diagnosis was carried out with all 

these samples, except peripheral blood, using PCR with Leishmania donovani complex 

specific primers (cPCR). The positive index obtained from nasal swab was 87% (54/62) 

and this result was equivalent to those from other samples (p>0.05). Its parasite load 

was statistically equivalent to the parasitism in the conjunctival swab (p>0.05) and 

lower than the parasite burden in the bone marrow and skin (p<0.05). 
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 The oral and ear swabs were collected from the last 28 dogs. The cPCR positive 

results were as follows: oral swab, 79% (22/28); ear swab, 43% (12/28). There was 

statistical difference between these data (p = 0.013) and the positivity obtained from 

oral swab was equivalent to those from other samples (p>0.05). The parasite burden in 

the oral swab was equivalent to the parasitism in the conjunctival and nasal swabs 

(p>0.05) and lower than those estimated in the other samples (p<0.05). It was no 

possible to assess the parasite load in the ear swab with the qPCR. 

 In conclusion, the clinical samples obtained noninvasively, except the ear swab, 

showed an important potential for the molecular diagnosis of CVL because they had a 

superior or equivalent performance when compared with bone marrow and skin biopsy. 

A special emphasis is given to the high sensitivity of PCR-hybridization with the 

conjunctival swab sample for detecting the infection in dogs without clinical signs. The 

high parasite loads in the skin of dogs with and without clinical signs represent a serious 

challenge for the CVL control in endemic regions, especially due to the drawbacks to 

detect the infection in dogs without clinical manifestations. 

 

Key words: Diagnosis, PCR, Leihsmania infantum, noninvasive collections, canine 

visceral leishmaniasis. 
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1) INTRODUÇÃO 

 

As leishmanioses são doenças infecciosas causadas por protozoários da ordem 

Kinetoplastida, família Trypanosomatidae e gênero Leishmania (Ross 1903) e têm 

como forma de transmissão mais importante a picada de fêmeas de flebotomíneos 

infectados (Diptera: Psychodidae: Phlebotominae). Vetores do gênero Lutzomyia são 

responsáveis pela transmissão nas Américas e do gênero Phlebotomus, no Velho Mundo 

(Desjeux 1996, Bates 2007). 

As leishmanioses possuem uma grande distribuição geográfica e se caracterizam 

por uma grande diversidade de fatores envolvendo aspectos biológicos, ambientais, 

ecológicos e sociais, sendo, por isso, consideradas de alta complexidade. 

Aproximadamente 21 espécies de Leishmania pertencentes aos subgêneros 

Leishmania e Viannia, este último presente apenas nas Américas, podem infectar o 

homem (Lainson & Shaw 1998), dando lugar a uma ampla variedade de quadros 

clínicos. Esta variação vai desde infecções inaparentes até um amplo espectro de 

manifestações que acometem a pele, mucosas e/ou órgãos internos.  

As manifestações clínicas no homem são dependentes de vários fatores, como a 

espécie do agente etiológico, sua virulência, a espécie dos vetores envolvidos e aspectos 

ligados ao hospedeiro, como sua resposta imune e seu status nutricional, dentre outras 

variáveis. Nesse contexto, as leishmanioses apresentam algumas manifestações clínicas 

principais. 

Leishmaniose Cutânea (LC): se caracteriza pela presença de lesões tegumentares 

delimitadas, ulceradas ou não, localizadas nas regiões da picada do flebotomíneo. Nesta 

manifestação clínica, as lesões podem atingir as mucosas da boca, nariz e faringe e 

causar desfigurações em tecidos moles e cartilagens. Concomitantemente, podem 

ocorrer metástases ou mesmo tempos depois da cura das lesões primárias. A doença tem 

progressão lenta ou crônica, e na sua forma cutânea difusa, as lesões podem se 

disseminar pela pele dos pacientes com resposta imunológica deficiente em relação à 

Leishmania (Silveira et al. 2004). 

 A Leishmaniose Visceral (LV) ou calazar é considerada a manifestação mais 

grave da doença, sendo comumente fatal nos casos não tratados. Apresenta 

desenvolvimento crônico e sistêmico em que os parasitos têm forte tropismo pelas 

células do sistema fagocítico mononuclear do fígado, baço, medula óssea e tecidos 

linfóides (Murray et al. 2005, WHO 2010). 
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Em geral, a infecção caracteriza-se pelo parasitismo das células do sistema 

fagocítico mononuclear da derme, mucosas ou dos órgãos já citados do hospedeiro 

mamífero e está associada à alta morbidade na forma tegumentar e à alta mortalidade na 

forma visceral. 

A leishmaniose é endêmica em 98 países distribuídos nos cinco continentes e 

estima-se que 14 milhões de pessoas estejam infectadas e outras 350 milhões se 

encontrem em situações de risco de infecção. De acordo com estimativas mais recentes, 

o número médio de casos anuais de LV registrados está entre 200 e 400 mil, enquanto 

os casos de LC variam de 700 mil a 1,2 milhão. Mais de 90% dos casos de LV estão 

concentrados em apenas seis países: Índia, Bangladesh, Sudão, Sudão do Sul, Brasil e 

Etiópia. A distribuição da LC é mais ampla ocorrendo nas Américas, região 

mediterrânea, Ásia ocidental e central e no oriente médio. Dez países apresentam de 70 

a 75% dos casos mundiais de LC: Afeganistão, Argélia, Colômbia, Brasil, Irã, Síria, 

Etiópia, Sudão, Costa Rica e Peru (WHO 2010, Alvar et al. 2012). Seguramente, estes 

dados são subestimados, uma vez que nem todas as nações afetadas têm um sistema 

compulsório de notificação de casos, e mesmo aquelas que o fazem, enfrentam 

problemas logísticos que aumentam a imprecisão das estimativas (Singh et al. 2006a, 

Bern et al. 2008). 

Outros estudos vêm demonstrando que a leishmaniose está em franca expansão 

pelo mundo e ocorrências de casos em regiões não endêmicas têm sido recorrentes. As 

principais causas apontadas para isso são os impactos antrópicos sobre o meio ambiente 

envolvendo guerras, migrações, globalização e o aquecimento global (Shaw 2007). 

Estes fatores, juntamente com a coinfecção Leishmania-HIV e a resistência de algumas 

cepas dos parasitos aos tratamentos convencionais, têm contribuído para mudar o perfil 

epidemiológico da leishmaniose no mundo (Desjeux 2004, Piscopo & Mallia 2006). 

Embora as leishmanioses ainda estejam fortemente associadas às populações mais 

pobres (Alvar et al. 2006), novos casos vêm sendo relatados em países desenvolvidos 

(Shaw 2007). 

 

1.1) A leishmaniose visceral 

 

Dentre as manifestações clínicas das leishmanioses, aquelas da LV são 

consideradas as mais graves e apresentam alta letalidade nos casos não tratados. Seus 

agentes etiológicos são as espécies do complexo Leishmania (Leishmania) donovani. 
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Sob o ponto de vista epidemiológico, a LV pode ser uma antroponose causada por L. 

donovani ou uma zoonose causada por L. infantum (=L. chagasi), sendo os cães os 

principais reservatórios domésticos.  

A discussão sobre a sinonímia entre L. infantum (Nicolle & Comte 1908) e L. 

chagasi (Cunha & Chagas 1937) gerou muitas controvérsias e a nomenclatura utilizada 

para o agente etiológico da LV ainda tem sido reportada de forma não padronizada 

(Dantas-Torres 2006, Lima et al. 2010). Alguns autores argumentam que L. infantum 

chagasi seria uma subespécie com base em características fenotípicas e genotípicas 

(Lainson & Rangel 2005). No entanto, estudos com base em técnicas bioquímicas e 

moleculares demonstraram não haver diferenças significativas entre L. infantum e L. 

chagasi (Maurício et al. 2000, Leblois et al. 2011). Apesar desta polêmica, há uma forte 

tendência para adoção do nome Leishmania infantum com base na lei da prioridade. Por 

isso, ao longo deste trabalho, adotaremos essa terminologia para o agente etiológico da 

LV. 

Os países mais afetados pela LV se encontram no sudoeste asiático e na América 

Latina, onde há grande ônus social provocado por essa doença. Ao todo, existem 65 

nações em que a LV é endêmica e estima-se que 200 milhões de pessoas estão sob risco 

de adquirirem a infecção. De todos os casos humanos da doença registrados anualmente 

no mundo, cerca de 59.000 repercutem em óbito, contingente este superado apenas pela 

malária dentre as doenças parasitárias causadas por protozoários (Desjeux 2004, Alvar 

et al. 2006). No entanto, os dados de mortalidade referem-se apenas às mortes 

hospitalares, e têm sido obtidos de forma esparsa (Alvar et al. 2012, WHO 2012). O 

agravamento do quadro clínico da LV está fortemente associado com a desnutrição e a 

infecção pelo vírus HIV, o que pode aumentar a mortalidade. Além disso, as crianças 

são um público especialmente afetado pela doença nas regiões endêmicas. Os sintomas 

mais comuns da LV humana são fraqueza, febre intermitente, anorexia e 

esplenomegalia com ou sem hepatomegalia (WHO 2010). 

A população de menor poder aquisitivo é, sem dúvida, a mais vulnerável à 

doença. Apesar de existirem métodos de diagnóstico e tratamentos específicos, um 

grande número de pessoas carece de condições adequadas para acessar estes 

procedimentos, o que eleva os índices de mortalidade (Gontijo & Melo 2004). 

Com base na atual expansão da LV e no aumento expressivo do número de casos 

humanos, o Programa Especial de Pesquisas e Treinamento em Doenças Tropicais, 
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vinculado à Organização Mundial de Saúde, passou a considerar essa doença uma 

prioridade dentre as principais moléstias tropicais (WHO 2010). 

 

1.2) A importância epidemiológica do cão na Leishmaniose Visceral 

 

O cão é considerado o principal reservatório doméstico de L. infantum, tanto em 

áreas rurais como urbanas (Gomes et al. 2007). Isso se deve ao alto grau de parasitismo 

na pele do animal infectado e à grande susceptibilidade à doença de muitos deles, 

(Palatnik-de-Sousa et al. 2001). Dessa forma, a ocorrência de infecção de flebotomíneos 

em regiões endêmicas é facilitada, e o cão assume um papel decisivo na manutenção do 

ciclo da doença. Em condições favoráveis de transmissão, com alta densidade 

populacional do vetor e de cães, a infecção pode se espalhar rápida e extensivamente na 

população canina (Quinnell et al. 1997, Oliva et al. 2006). 

Espécies de Leishmania causadoras das formas cutânea e mucocutânea da 

doença também já foram encontradas em cães (Dantas-Torres 2007, Mohebali et al. 

2011). No entanto, o papel desses animais como possível reservatório competente dos 

agentes etiológicos da leishmaniose tegumentar ainda é pouco conhecido (Dantas-

Torres 2007). 

A relação da LV canina (LVC) com o risco de ocorrência da LV humana tem 

sido tema de intenso debate. Alguns estudos minimizam esta relação ao demonstrarem 

que a eutanásia em massa de cães soropositivos tem baixo impacto na redução de casos 

de LV humana em regiões endêmicas do Brasil (Dietze et al. 1997, Miles et al. 1999, 

Courtenay et al. 2002). Mais de dois milhões de cães foram examinados no Brasil entre 

2002 e 2007 e mais de 160.000 cães soropositivos foram eutanasiados. Entretanto, não 

se observou uma redução da incidência de casos humanos a níveis razoáveis (Lemos et 

al. 2008). Este fato demonstra que há falhas nas campanhas de controle da LV, e aponta 

para a necessidade de reavaliação da política de combate à doença no Brasil. Entre as 

possíveis causas da ineficiência do controle da LV estão as limitações dos testes 

diagnósticos sorológicos utilizados em larga escala nos inquéritos caninos (Braga et al. 

1998, Moreira et al. 2004, Rosário et al. 2005), a demora entre a coleta de amostras 

clínicas caninas, sua análise e a eutanásia dos cães infectados (Vieira & Coelho 1998, 

Courtenay et al. 2002, Moreira et al. 2004) e a rápida reposição de cães susceptíveis 

pela população (Dye 1996, Moreira et al. 2004). 
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Por outro lado, uma associação significativa entre a eutanásia de cães e a 

redução da incidência de LV humana já foi detectada (Ashford et al. 1998, Nunes et al. 

2010), o que mantém a polêmica discussão sobre a validade desta medida de controle 

sobre a população canina. A eliminação de cães soropositivos tem mostrado mais 

eficácia quando realizada sem atrasos e associada a outras formas de controle como o 

combate ao vetor e o tratamento das pessoas infectadas (Ashford et al. 1998, Braga et al. 

1998). A importância epidemiológica dos cães vem sendo reforçada, uma vez que 

outros estudos têm evidenciado que a LVC se constitui como um fator de risco para a 

LV humana. Em regiões urbanas, com transmissão recente da LV, foi corroborada a 

hipótese de que casos caninos da doença precedem casos humanos. Nesses locais, foi 

comprovada uma associação na distribuição espacial da LV em cães e no homem 

(Bevilacqua et al. 2001). O reservatório canino tem sido apontado como fator 

importante para o surgimento de novos focos da doença (Paranhos-Silva et al. 1998). 

Uma relação próxima entre as infecções canina e humana, especialmente entre crianças, 

também já foi relatada em países europeus (Sánchez et al. 1996, Papadopoulou et al. 

2005). 

Segundo estimativas, há cerca de 2,5 milhões de cães infectados na Europa e a 

LVC continua se expandindo neste continente (Moreno & Alvar 2002, Ferroglio et al. 

2005). Na América do Sul, as taxas de infecção canina também são altas, especialmente 

em algumas regiões do Brasil e da Venezuela (Werneck et al. 2007). No Brasil, a 

prevalência da infecção nos cães é bastante variável em diferentes regiões, de modo que 

seus registros variam de 1% até 67% (Coutinho et al. 1985, Paranhos-Silva et al. 1996,  

França-Silva et al. 2003). Entretanto, tem sido mostrado que a prevalência da infecção 

canina obtida com os métodos diagnósticos convencionais é subestimada (Solano-

Gallego et al. 2001a). 

No cão, a doença é geralmente crônica, podendo não haver sinais clínicos 

sugestivos, ou é caracterizada por uma ou mais das nove principais manifestações 

clínicas: hiporexia com perda de peso, linfoadenopatia local ou generalizada, lesões na 

pele, lesões oculares, anemia, epistaxe, claudicação, insuficiência renal e diarréia 

(Ferrer 1999). Em alguns casos, a evolução da doença ocorre de forma aguda ou grave, 

levando o animal ao óbito em poucas semanas. Em alguns animais, o desenvolvimento 

da doença pode ser latente, evoluindo, inclusive, para cura espontânea (Genaro 1993). 

Alguns estudos sugerem que aproximadamente 50% de todos os animais soropositivos 

infectados não mostram nenhum sinal clínico da doença, e que cerca de 30% destes 
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animais permitem a infecção de flebotomíneos, o que tem grande importância 

epidemiológica (Alvar et al. 2004, Quinnell & Courtenay 2009). Outros autores também 

demonstraram a importância dos cães sem expressão clínica da LV, uma vez que estes 

animais foram comprovadamente fonte de infecção para o vetor (Molina et al. 1994, 

Guarga et al. 2000, Courtenay et al. 2002). 

Em regiões endêmicas, é fato comprovado que a prevalência da infecção canina 

é alta, e a maioria dos cães infectados não apresentam sinais clínicos (Berrahal et al. 

1996, Solano-Gallego et al. 2001a, Baneth et al. 2008). Com base na epidemiologia da 

LVC, a frequência de cães com doença clínica em regiões endêmicas deve corresponder 

à menor parte da população, enquanto que a maioria dos cães é exposta e/ou se infecta 

sem apresentar sinais clínicos evidentes da LV. Esta distribuição de cães pode ser 

representada por um diagrama em forma de pirâmide dividida em extratos (Figura 1). 

 

Cães  com doença

clínica

Cães  soropositivos

sem sinais clínicos

Cães  soronegativos, 

PCR+ sem sinais clínicos

Cães  soronegativos 

que não albergam  o parasito

 

Figura 1: Distribuição esquemática da leishmaniose visceral canina em um foco endêmico. Neste 

modelo, assume-se que poucos cães da população devem ser soropositivos com PCR 

negativa (não mostrados), (Baneth et al. 2008).  

 

A importância do sexo, idade e raça canina tem sido estudada por diversos 

autores mediante levantamentos epidemiológicos. O sexo parece não ser significativo 

quanto à prevalência da infecção de LV (Amela et al. 1995, Morillas et al. 1996, 
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Sánchez et al. 1996), embora Fisa et al. (1999) tenha demonstrado que cães machos 

mais velhos são mais frequentemente infectados. Em relação à idade, algumas pesquisas 

indicam haver uma distribuição bimodal para os casos de LV registrados, sendo um pico 

referente a cães com idade entre 2 a 4 anos e outro a cães de 7 anos, fase esta 

caracterizada por um declínio da resposta imunológica (Alvar et al. 2004, Miranda et al. 

2008). Teoricamente, todas as raças caninas são susceptíveis à doença. Diferentemente, 

a raça “Ibizian hound” foi destacada por apresentar um nível de resistência significativo 

à leishmaniose, uma vez que cães desta raça apresentam intensa resposta imune celular 

e raramente manifestam sinais clínicos da doença (Solano-Gallego et al. 2000). Outros 

estudos sugerem que as raças Boxer, Cocker spaniel, Rottweiler e pastor alemão são 

mais susceptíveis ao desenvolvimento da LV (Sideris et al. 1999, França-Silva et al. 

2003). 

Estudos mais detalhados sobre a susceptibilidade e resistência canina à LV têm 

revelado que o gene Slc11c1, formalmente denominado N-RAMPI, está associado à 

susceptibilidade dos cães à doença (Altet et al. 2002). Polimorfismos dos genes do 

complexo de histocompatibilidade principal classe II (MHC II) também têm sido 

associados à susceptibilidade canina à LV (Quinnell et al. 2003b). Porém, a influência 

ambiental também é fator importante para a manifestação ou não da doença, de modo 

que o status nutricional, a presença ou ausência de outras infecções parasitárias 

concomitantes e a virulência da cepa de L. infantum envolvida são fatores extrínsecos ao 

hospedeiro de grande relevância (Baneth et al. 2008). Nesse contexto, a progressão da 

doença nos animais infectados é muito variável, podendo o reservatório permanecer em 

estágio subclínico por meses, anos ou até pela vida inteira (Alvar et al. 2004). 

A transmissão da LV entre cães, sem a participação aparente do inseto vetor, tem 

sido investigada e confirmada em alguns casos. A transmissão transplacentária, embora 

rara, foi demonstrada no Brasil pela primeira vez por Silva et al. (2009a), e também foi 

confirmada em cães da raça Beagle por Rosypal et al. (2005) nos Estados Unidos. A 

transmissão venérea também foi reportada recentemente (Silva et al. 2009b). A infecção 

via transfusão sanguínea também foi registrada, o que chamou atenção para cães 

potencialmente portadores do parasito e que sejam doadores de sangue em clínicas 

veterinárias (Freitas et al. 2006). No entanto, tais rotas alternativas de infecção parecem 

ter pouco peso na história natural e na epidemiologia da LV canina e necessitam de 

estudos mais aprofundados. 
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A distribuição geográfica da LV canina tem aumentado, pois casos da doença 

têm sido detectados, cada vez mais, em regiões não endêmicas. Isso está relacionado, 

em grande parte, às migrações humanas com cães infectados entre regiões endêmicas e 

áreas onde o vetor já existe (Arias et al. 1996, Gothe et al. 1997, Teske et al. 2002, 

Shaw et al. 2003). Essa tendência vem causando preocupação, uma vez que a expansão 

desta zoonose pode aumentar os riscos de ocorrência da LV humana. 

 

1.3) A Leishmaniose Visceral no Brasil 

 

O primeiro caso de LV no Brasil foi registrado em 1934, a partir da identificação 

de formas amastigotas em cortes histológicos de fígado de pacientes que morreram sob 

suspeita de febre amarela (Penna 1934). O primeiro surto da doença foi relatado 20 anos 

depois em Sobral, no Ceará (Deane 1956). 

Inicialmente, a LV no Brasil tinha um caráter essencialmente rural. Nos anos 80, 

comprovou-se uma importante modificação neste perfil, uma vez que a doença, antes 

restrita a zonas rurais do Nordeste, avançou para regiões indenes atingindo periferias de 

grandes cidades (Gontijo & Melo 2004). Antes desta expansão, a região Nordeste 

continha 90% dos casos de LV e, segundo dados mais recentes, esta mesma região 

apresenta cerca de 48% dos casos brasileiros, uma consequência da maior distribuição 

da LV no país (Brasil 2009). Na década de 90, os estados do Mato Grosso do Sul, Pará, 

Tocantins, Minas Gerais e São Paulo passaram a contribuir de forma significativa para o 

aumento dos casos de LV no Brasil (Brasil 2010a). 

Nos anos 2000, essa tendência de crescimento foi confirmada, e a taxa de 

letalidade chegou próxima de 10% (Maia-Elkhoury et al. 2008). Até 2009, casos 

autóctones de LV foram registrados em mais de 1.600 municípios em 21 dos 27 estados 

brasileiros e a incidência média anual chegou a 1,9 casos/100.000 habitantes (Maia-

Elkhoury et al. 2008, Brasil 2009).  

Estes dados indicam que as medidas de combate à LV adotadas até então não 

foram totalmente eficientes. O programa de controle da LV no Brasil se iniciou na 

década de 50 e seu objetivo principal era romper os elos epidemiológicos da cadeia de 

transmissão da doença. Entretanto, os procedimentos de controle adotados têm sido 

questionados com base na falta de evidências da redução da incidência da LV humana 

no país. Diante disso, o Ministério da Saúde e a Fundação Nacional da Saúde 

convocaram um comitê de especialistas para reavaliar o programa e redirecionar as 



INTRODUÇÃO 

 

10 
 

estratégias de controle (Costa & Vieira 2001). Essa análise vem sendo direcionada com 

base em argumentos respaldados na literatura especializada e em aspectos operacionais 

como a falta de padronização dos métodos diagnósticos para a LV humana e canina; 

discordância entre a eliminação de cães soropositivos e a prevalência da infecção 

humana; necessidade da comprovação da existência de outros reservatórios, além do 

cão, como marsupiais e canídeos silvestres; pouco entendimento sobre os reais efeitos 

das ações de combate ao vetor; possível existência de formas de transmissão sem a 

participação de flebotomíneos. 

Quanto à existência de outros reservatórios de L. infantum, alguns estudos têm 

investigado a possível participação de outros animais na cadeia de transmissão da LV, 

como por exemplo os equinos (Rolão et al. 2005), felinos (Silva et al. 2010) e roedores 

(Ferreira et al. 2010). 

O Brasil é o país mais afetado pela LV na América Latina, apresentando o maior 

número de casos humanos e é considerado o terceiro maior foco da doença no mundo 

(Miles et al. 1999, Brasil 2006, Maia-Elkhoury et al. 2008). O comportamento 

epidemiológico da doença no país é cíclico e tem apresentado surtos em períodos 

médios de 5 anos (Alves 2009a). Este comportamento foi claramente observado no país 

no período entre os anos de 1985 e de 2004 (Werneck 2008). 

A LV no Brasil é de grande complexidade, pois a doença se distribui em uma 

vasta área, apresentando aspectos geográficos, climáticos, ecológicos e sociais muito 

diferenciados. Observa-se que a doença é mais freqüente em crianças menores de 10 

anos, sendo 41% dos casos registrados somente em menores de 5 anos. Isso 

provavelmente está relacionado à ausência de uma resposta imune celular efetiva 

agravada pela desnutrição, muito comum em regiões endêmicas, e à exposição ao vetor 

infectado no peridomicílio. Em termos gerais, o sexo masculino é proporcionalmente 

mais afetado, chegando a 60% dos casos (Brasil 2003). 

Diante desse quadro, alguns aspectos fundamentais sobre a LV no Brasil 

continuam pouco compreendidos e sob debate, como a real extensão do problema, os 

fatores de risco para a população, as maneiras pelas quais se pode avaliar o impacto das 

intervenções de controle e antecipação de epidemias. 
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1.4) A urbanização da Leishmaniose Visceral 

 

Inicialmente, a LV era considerada como uma enzootia de ocorrência natural no 

meio silvestre e acidentalmente atingia seres humanos e cães que esporadicamente 

entravam no ambiente de matas. Posteriormente, a LV passou a ter um caráter endêmico 

em zonas rurais do Nordeste brasileiro (Deane & Deane 1962). Nas décadas de 70 e 80, 

casos de LV humana foram detectados em regiões metropolitanas de várias áreas 

nordestinas, denotando uma grande transição epidemiológica da doença que passou a 

adquirir um perfil urbano (Werneck 2008). 

Desde então, várias cidades brasileiras vêm apresentando, de forma preocupante, 

mais casos autóctones da doença ao longo das últimas décadas. Entre elas, destacam-se 

Fortaleza (CE), Natal (RN), São Luís (MA), Camaçari e Feira de Santana (BA), 

Teresina (PI), Aracaju (SE) Santarém (PA), Palmas (TO), Aquidauana, Corumbá, Três 

Lagoas e Campo Grande (MS), Várzea Grande (MT), Araçatuba e Bauru (SP), Rio de 

Janeiro (RJ) e Montes Claros, Paracatu e Belo Horizonte (MG), dentre outras (Brasil 

2003, Maia-Elkhoury et al. 2008). Em 2009, foi detectado o primeiro caso de LV na 

região sul do país no estado do Rio Grande do Sul (Brasil 2010b). Neste contexto, a LV 

pode ser considerada uma doença emergente e reemergente no Brasil (Alves & 

Bevilacqua 2004). 

Atualmente, a LV apresenta um nítido caráter urbano em diferentes regiões do 

mundo. A urbanização dessa doença é um fenômeno relatado em diversos países como 

o Irã (Oshaghi et al. 2010), Marrocos (Boussaa et al. 2005), México (Sánchez-García et 

al. 2010) e Itália (Tarallo et al. 2010). Acredita-se que este novo panorama tenha relação 

com diversos fatores, como o adensamento populacional nas grandes cidades, o 

agravamento das desigualdades sociais concomitante com a precariedade das condições 

de moradia, alimentação e saneamento básico, o grande número de pessoas susceptíveis, 

numerosos cães vadios e adaptação do inseto vetor ao ambiente urbano. Além disso, a 

inadequação dos investimentos em educação e saúde, descontinuidade das ações de 

controle e fatores associados à resistência do parasito a quimioterápicos e à 

imunossupressão, como as co-infecções Leishmania/HIV, têm sido apontados como 

causas em potencial da expansão da LV (Reithinger & Davies 2002, Desjeux 2004, 

Gontijo & Melo 2004, Harhay et al. 2011). 

Os impactos ambientais causados pelo homem também são uma forte influência 

na dinâmica epidemiológica da LV, de forma que os desmatamentos, a poluição e o 
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aquecimento global podem estar relacionados com a expansão da doença e com seu 

estabelecimento efetivo nas grandes cidades (Reithinger & Davies 2002, Desjeux 2004). 

No Brasil, a presença do vetor foi confirmada no ambiente urbano no final da 

década de 70. Desde então, os flebotomíneos vem sendo encontrados de forma 

recorrente em canis, paióis e até no ambiente intradomiciliar. 

Tem sido relatado na literatura que o ambiente propício à ocorrência da LV é 

geralmente aquele de baixo nível socioeconômico e más condições de saneamento 

básico. Este cenário é típico dos subúrbios e periferias urbanas brasileiras, onde o inseto 

vetor pode ser encontrado em grande número (Desjeux 2004). Entretanto, essa 

caracterização vem se modificando no país principalmente em estados das regiões 

Sudeste e Centro-Oeste, onde a LV já ocorre em regiões urbanas mais desenvolvidas 

(Brasil 2006). 

A urbanização da LV no Brasil remonta aos últimos 40 anos, ao longo dos quais, 

o país passou por importantes alterações na sua estrutura agrária, o que resultou em 

grande êxodo rural. De acordo com o IBGE, 85% da população brasileira vive nos 

centros urbanos. Este fato, associado a problemas sócio-econômicos, cria um ambiente 

favorável para a emergência e reemergência de doenças, como o calazar (Gontijo & 

Melo 2004). 

Belo Horizonte é um claro exemplo da urbanização da LV no Brasil. Nos 

últimos anos, o número de casos humanos da doença tem aumentado na capital mineira. 

O primeiro caso registrado foi em 1993 e sabe-se que a LV foi introduzida na cidade a 

partir de um município vizinho. Até 1999, 345 casos autóctones da doença foram 

documentados na região metropolitana de Belo Horizonte (RMBH), sendo 223 (65%) 

pertencentes somente à capital (Silva et al. 2001a). Tem-se verificado, desde então, uma 

acelerada expansão das leishmanioses na RMBH e uma baixa capacidade de resolução 

diagnóstica em seus municípios (Luz et al. 2001, Oliveira et al. 2008). Estudos de 

georeferenciamento em diferentes regionais de Belo Horizonte demonstraram que 

84,2% dos casos humanos de LV estavam correlacionados com os casos caninos 

(Margonari et al. 2006). De 1993 a 2007, foram registrados 994 casos humanos 

autóctones e 116 óbitos no município mineiro. Mais de 1.400.000 amostras clínicas 

caninas foram analisadas neste período e constatou-se uma tendência crescente na 

incidência da doença em humanos e na prevalência canina (Lopes et al. 2010). Admite-

se que cerca de 10% da população canina em Belo Horizonte apresenta positividade 

para a LV e que a alta soroprevalência nos cães representa risco para a infecção 
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humana. Além disso, a vulnerabilidade ao avanço desta doença tem sido correlacionada 

com problemas sócioeconômicos como a pobreza e deficiências no serviço de saúde 

(Caiaffa et al. 2005).  

Este cenário comprova e justifica o fato de Belo Horizonte ser a cidade do 

Sudeste brasileiro que mais chama a atenção em relação ao processo de urbanização da 

LV. Além disso, a capital mineira apresenta uma das taxas mais altas de prevalência da 

LV humana do país (Harhay et al. 2011). 

O aspecto urbano da LV é claramente composto por grande variedade de fatores 

que se relacionam mutuamente e por isso, a epidemiologia da doença neste meio é 

muito complexa. Mais estudos são necessários para melhor compreensão das relações 

entre os componentes da cadeia de transmissão da LV nas cidades e em seus arredores. 

 

1.5) Diagnóstico da Leishmaniose Visceral Canina 

 

 O diagnóstico preciso da LV canina é de grande complexidade uma vez que 

muitos cães infectados não apresentam sinais clínicos evidentes, alguns se autocuram e 

outros podem desenvolver a doença após um longo período. Quando presentes, as 

manifestações clínicas sugestivas da doença permitem uma avaliação do cão e auxiliam 

no diagnóstico. No entanto, não há um sinal clínico patognomônico para a LV canina e 

as características consideradas típicas no animal doente podem se confundir com as de 

outras enfermidades como erliquiose, babesiose, rickettsiose, neoplasia cutânea, entre 

outras (Barbosa-de-Deus et al. 2002, Reis et al. 2006a). 

 A combinação da avaliação clínica com outros métodos diagnósticos torna-se 

imperativa para um diagnóstico mais seguro. Diversas técnicas têm sido desenvolvidas 

para esse fim e podem ser didaticamente divididas em duas modalidades: testes 

imunológicos e parasitológicos. 

 1.5.1) Imunodiagnóstico 

 

 Este tipo de diagnóstico se baseia na avaliação da resposta imune celular ou 

humoral resultante da presença do parasito e, portanto, são métodos indiretos de 

detecção. Em cães, as metodologias mais utilizadas são baseadas na detecção de 

anticorpos. Estes métodos partem do pressuposto de que os cães infectados passam por 

uma estimulação policlonal de linfócitos B, que gera hipergamaglobulinemia ou grande 

produção de anticorpos antiLeishmania (Cañavate et al. 2005). 
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 Os testes sorológicos utilizados em maior escala no Brasil para avaliação de cães 

são o imunoensaio de ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) e a reação de 

imunofluorescência indireta (RIFI), ambos respaldados por diferentes estudos que 

apontaram medidas de sensibilidade e especificidade satisfatórias para estas técnicas. 

Estes métodos são, portanto, recomendados pelo Ministério da Saúde em inquéritos 

caninos amostrais e censitários (Dietze 2005). 

 A RIFI é realizada com base em diluições seriadas do soro do hospedeiro na 

presença de antígenos de promastigotas de Leishmania sp. Os resultados são 

interpretados com base em uma reação fluorescente que ocorre a partir da ligação de 

anticorpos antiLeishmania com antígenos do parasito (Shaw & Voller 1964, Gradoni 

2002). A expressão dos resultados se dá em diluições e, no Brasil, são considerados 

positivos quando o título obtido é igual ou superior a 1:40 (Brasil 2003). Diferentes 

trabalhos demonstraram altos índices de sensibilidade e especificidade para a RIFI em 

regiões endêmicas para a LV (Mancianti et al. 1995, Mettler et al. 2005, Maia et al. 

2009) de modo que esta técnica tem sido recomendada como teste sorológico de 

referência para o diagnóstico da LVC sendo extensivamente utilizada na prática 

veterinária (Alvar et al. 2004). 

 O teste ELISA é considerado um importante avanço tecnológico para o 

diagnóstico da LV, pois permite a avaliação de um grande número de amostras em um 

curto espaço de tempo, seu protocolo pode ser facilmente adaptado para a utilização de 

diferentes antígenos e a leitura dos resultados é automatizada. O resultado final é obtido 

por uma reação enzimática colorimétrica e expresso em densidade óptica, o que torna a 

leitura mais objetiva (Voller et al. 1976, Reithinger et al. 2002a). Nos inquéritos 

populacionais, o teste ELISA é considerado mais sensível, porém menos específico do 

que a RIFI (Mancianti et al. 2002).  

 Quando antígenos brutos são utilizados para RIFI e ELISA, ocorrem limitações 

quanto à especificidade e reprodutibilidade destas técnicas (Sundar & Rai 2002, Singh 

2006b). No caso da RIFI, exige-se um maior treinamento para sua execução, além de 

envolver uma reação dispendiosa (Gontijo & Melo 2004). Reações cruzadas podem 

acontecer com a leishmaniose tegumentar e com a tripanossomíase americana 

dificultando a aplicação desta técnica em regiões onde há sobreposição dessas doenças 

com a LV (Sundar & Rai 2002, Porrozzi et al. 2007, Madeira et al. 2009a). Também 

tem sido relatado que, tanto a RIFI quanto ELISA, tem sensibilidades menores quando 

aplicados em cães infectados sem sinais clínicos da LV (Miró et al. 2008). Além disso, a 
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utilização de diferentes antígenos e a variedade de procedimentos para determinação do 

ponto de corte (cut off) destes testes sorológicos são um entrave para uma adequada 

padronização dos mesmos (Maia & Campino 2008). 

 É importante ressaltar que, dentro da população canina, pode ocorrer grande 

variabilidade quanto à resposta imune frente à infecção por L. infantum. Existem cães 

com altos níveis de anticorpos sendo estes facilmente detectados pelas metodologias 

disponíveis. Também há animais com claros sinais da doença, porém com sorologia 

duvidosa ou negativa devido à imunossupressão (Fisa et al. 2001). Existem cães sem 

manifestações clínicas da LV com níveis muito variáveis de anticorpos e que 

manifestam a doença após longo período. Finalmente, há aqueles animais infectados 

que são resistentes, caracterizados por apresentarem altos níveis de interferon-gama e 

que podem permanecer sem sinais clínicos por toda a vida (Alvar et al. 2004). Este 

panorama complexo certamente gera importantes variações nas medidas de acurácia dos 

testes sorológicos. 

 Estas metodologias de uso mais frequente têm passado por importantes 

aperfeiçoamentos técnicos e, com isso, vêm alcançando melhores sensibilidades e 

especificidades. Processos mais refinados de purificação e a tecnologia do DNA 

recombinante permitiram a obtenção mais eficiente de polipeptídeos contendo epitopos 

específicos. Um exemplo é o rK39, uma proteína imunodominante específica do 

complexo L. (L.) donovani e que contém epitopos repetitivos (Burns et al. 1993). Esta 

proteína demonstrou bons resultados quando associada ao teste ELISA, mostrando 

simplicidade e rapidez para o diagnóstico de cães em grande escala (Scalone et al. 

2002). A combinação de diferentes subunidades de antígenos recombinantes como rK9, 

rK26 e rK39 também foi utilizada com o ensaio de ELISA e esse procedimento 

aumentou a sensibilidade deste teste sorológico (Rosati et al. 2003).  

 Badaró  et al. (1996), desenvolveram o Teste Rápido Anticorpo Leishmania 

donovani (TRALd) que se baseia num método imunocromatográfico no qual a proteína 

recombinante rK39 é fixada em membrana de nitrocelulose. Esse procedimento se 

revelou simples e rápido e demonstrou altas sensibilidade e especificidade em cães de 

área endêmica. No entanto, a mesma técnica foi incapaz de detectar infecção em 

animais com títulos de RIFI entre 1:40 e 1:320 (Genaro et al. 1997). Mesmo assim, o 

TRALd é bastante promissor para aplicações em maior escala no campo pois requer 

pequena quantidade de sangue e sua execução e leitura são bastante práticas. 
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 O teste de aglutinação direta (DAT) tem sido citado como método alternativo 

para o sorodiagnóstico da LV. Este procedimento é baseado no uso de antígeno estável 

e liofilizado para a detecção de anticorpos antiLeishmania em soros caninos e foi 

avaliado por Oskam et al. (1996). Os resultados deste trabalho evidenciaram altas 

sensibilidade e especificidade da técnica. Em estudos comparativos envolvendo 

diferentes testes sorológicos, o DAT se revelou igualmente sensível, específico e 

reprodutível como o ELISA (Silva et al. 2006, Ferreira et al. 2007). O DAT apresenta 

baixo custo e simplicidade, tornando-se atraente para levantamentos epidemiológicos e 

trabalhos de campo (Rami et al. 2003). No entanto, esta técnica tem especificidade 

variável de acordo com o antígeno utilizado (Alvar et al. 2004), a obtenção dos 

resultados é demorada, uma vez que a técnica exige uma incubação de 18 horas e 

diluições seriadas dos soros, tornando o procedimento mais laborioso (Schallig et al. 

2002). 

 O DAT foi aperfeiçoado a partir de uma variação denominada Fast 

Agglutination Screening Test (FAST) (Schallig et al. 2001, Schoone et al. 2001). Este 

procedimento combina uma alta concentração de parasitos em um menor volume, 

requer uma única diluição do soro, fornece o resultado em até 3 horas e apresentou 

sensibilidade e especificidade elevadas quando comparado ao DAT para o diagnóstico 

da LV em cães (Schallig et al. 2002, Babakhan et al. 2009). Tecnicamente, o DAT e o 

FAST apresentam uma grande vantagem ao dispensarem a utilização de conjugado de 

imunoglobulina específica para o anticorpo antiLeishmania. Porém, estas técnicas de 

diagnóstico ainda necessitam de estudos em larga escala para sua validação. 

 A mais recente plataforma para o sorodiagnóstico por meio de 

imunocromatografia é a tecnologia Dual Path Platform (DPP). Este é um teste rápido 

baseado em uma reação de ouro coloidal com os antígenos rK26/rK39 que ocorre 

quando estes se ligam aos anticorpos do hospedeiro. Esta reação dura cerca de 15 

minutos e se revelou bastante prática para uso no campo. Em testes experimentais, este 

teste apresentou alta sensibilidade para cães com sinais clínicos e alta especificidade 

para cães sem expressão clínica para LV (Grimaldi Jr. et al. 2012). Este método tem 

sido cogitado para triagem inicial de cães especialmente em regiões mais remotas com 

pouca infraestrutura. 
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 1.5.2) Métodos Parasitológicos 

 

 Os testes parasitológicos apresentam diferentes metodologias com as quais é 

possível detectar diretamente o parasito. Dentre eles, os principais são a avaliação 

citológica e histológica de preparações coradas em lâmina e isolamento do parasito em 

meios de cultura (Paltrinieri et al. 2010). 

 Avaliações citológicas e histológicas podem ser realizadas a partir de materiais 

biológicos como pele, aspirados de medula óssea, baço e linfonodos, a partir dos quais 

são feitos esfregaços ou impressões em lâminas posteriormente fixadas e coradas por 

corantes específicos, como, por exemplo, o Giemsa (Alvar et al. 2004, Saridomichelakis 

et al. 2005). As lâminas são então analisadas ao microscópio óptico para observação de 

formas amastigotas de Leishmania. As análises histológicas também permitem 

avaliação de processos patológicos numa ampla variedade de tecidos hospedeiros 

parasitados (Tafuri et al. 2001). 

 Cultivos de diferentes materiais clínicos como punções de medula óssea, 

linfonodos, baço e fígado podem ser adicionados a meios de cultura para isolamento do 

parasito. Para este fim, distintos meios de cultura podem ser utilizados, uma vez que 

diferentes espécies ou cepas de Leishmania têm diferentes taxas de crescimento e/ou 

requerimentos nutricionais. O material semeado em cultura é armazenado sob condições 

controladas de temperatura e periodicamente analisados ao microscópio óptico para a 

identificação de formas promastigotas do parasito crescendo no meio (Evans 1989). 

 Materiais de biópsia ou aspirados podem ainda ser inoculados em animais de 

laboratório, geralmente hamsters, para verificação posterior do desenvolvimento da 

doença nestes animais. Com isso, o parasito pode ser posteriormente recuperado a partir 

de biópsias ou necrópsia do animal experimentalmente infectado (Herwaldt 1999). 

 O xenodiagnóstico também pode ser utilizado, embora sua aplicação seja muito 

restrita. Neste caso, é preciso dispor de uma colônia bem estabelecida de flebotomíneos, 

os quais são induzidos a realizar repasto sanguíneo, sob condições controladas, em 

animais supostamente infectados. Após um período determinado, os insetos são 

dissecados e analisados a fresco para identificação do parasito. Sua utilização é mais 

comum na pesquisa acadêmica e é especialmente importante para investigação de 

questões epidemiológicas acerca do papel de hospedeiros como possíveis reservatórios. 

No entanto, seu uso não é indicado para rotina (Maia & Campino 2008). 
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 A especificidade dos métodos parasitológicos pode ser considerada 100%, pois, 

uma vez encontrado o parasito, confirma-se a presença da infecção. Por isso, muitos 

autores utilizam este tipo de exame como padrão ouro para a análise de outros métodos 

de diagnóstico (Rodríguez-Cortés et al. 2010). O estudo do parasito em cultura tem 

grande importância para a pesquisa acadêmica, pois permite a obtenção de um número 

suficiente de células para identificação isoenzimática e/ou molecular, imunodiagnóstico 

com anticorpos específicos, infecção em modelos experimentais e estudo sobre ação de 

drogas in vitro (Maia & Campino 2008). 

 A imunohistoquímica, por sua vez, é considerada um teste parasitológico de 

detecção indireta do parasito para o qual se utilizam anticorpos anti-Leishmania ligados 

a conjugados marcados. A presença do agente etiológico é revelada por meio de uma 

reação enzimática em preparações histológicas com colorações específicas (Hofman et 

al. 2003, Xavier et al. 2006). Esta técnica tem revelado um aumento na sensibilidade e 

especificidade do diagnóstico e ainda tem a vantagem de permitir uma análise 

quantitativa. Por isso, a imunohistoquímica pode ser utilizada para acompanhamento da 

evolução da doença e de tratamentos específicos em animais infectados (Tafuri et al. 

2004).  

 O diagnóstico molecular é outro tipo de método parasitológico e é baseado na 

detecção de sequências de DNA específicas do parasito sendo a Reação em Cadeia da 

Polimerase (PCR) a principal técnica utilizada. Uma vez que ela permite a amplificação 

da sequência alvo em até 10
9
 vezes, esta metodologia tem demonstrado alta 

sensibilidade superando, em diversos estudos, as outras técnicas convencionais de 

diagnóstico da LV canina. Sua robustez também tem sido demonstrada com alta 

especificidade de acordo com o tipo de iniciador utilizado (Reale et al. 1999, Silva et al. 

2001b, Manna et al. 2004, Strauss-Ayali et al. 2004). 

 Este ensaio molecular pode ser realizado com diferentes iniciadores, de acordo 

com os alvos de detecção desejados. Várias seqüências do genoma de Leishmania já 

foram descritas como alvos de amplificação e incluem os genes para o RNA ribossomal 

e seus espaçadores, -tubulina, locus gp63, hsp70, cisteino-proteinases e minicírculos 

do DNA de cinetoplasto (kDNA), (Singh 2006b, Reithinger & Dujardin 2007). 

 A sensibilidade da PCR tem sido ainda mais aperfeiçoada a partir de variações 

dessa técnica. Pode-se citar a nested PCR na qual são feitas duas amplificações 

consecutivas do alvo. Esta modalidade tem se mostrado rápida, bastante sensível e com 

um limite teórico de detecção de 0,01 parasito (Cruz et al. 2002). 
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 A PCR, quando associada à hibridização de sondas nucleotídicas radiomarcadas, 

também tem permitido um aumento na positividade revelando bons resultados no 

diagnóstico da LV canina (Headington et al. 2002, Ferreira et al. 2008). Estudos 

demonstram que métodos de marcação isotópica permitem detectar até 0,1pg de DNA 

alvo. Além disso, estas técnicas permitem uma sensibilidade de detecção 

significativamente maior e apresentam um custo relativamente menor em relação aos 

procedimentos de marcação convencionais (Dar & Khan 2004). 

 A PCR quantitativa em tempo real (qPCR) é uma inovação técnica que permitiu 

a quantificação de sequências de ácidos nucléicos de forma mais rápida, acurada, 

reprodutível e sensível (Mary et al. 2004, Paiva-Cavalcanti et al. 2010, Martínez et al. 

2011). Dessa forma, tornou-se possível mensurar a carga parasitária a partir de tecidos 

infectados de maneira mais precisa. Esta plataforma tecnológica ampliou as aplicações 

tanto para o diagnóstico da LV quanto para a avaliação do sucesso de tratamento 

quimioterápico em modelos experimentais (Pennisi et al. 2005, Francino et al. 2006, 

Manna et al. 2008a). 

 De modo geral, a PCR tem grande versatilidade, uma vez que, para sua 

realização, podem ser utilizadas pequenas quantidades de diversas amostras clínicas 

como baço, fígado, medula óssea, linfonodo, sangue periférico, sangue em papel filtro, 

urina, cultura, entre outras (Tavares et al. 2003, Solano-Gallego et al. 2007, Manna et al. 

2008b). 

 Na era pós-genômica, um crescente número de sequências nucleotídicas tem 

sido disponibilizado, principalmente pela rede “Leishmania Genome Network”. Esses 

dados são importantes fontes de estudos da função de diferentes genes e podem ser 

utilizados para aperfeiçoamento do diagnóstico molecular (Gontijo & Melo 2004, 

Peacock et al. 2007). 

 A combinação da PCR com métodos sorológicos quantitativos tem sido 

recomendada para o aumento da eficácia do diagnóstico da LVC (Solano-Gallego et al. 

2009). Além disso, a associação da qPCR com a sorologia quantitativa abre novas 

perspectivas para a avaliação das relações existentes entre a carga parasitária e a 

produção de anticorpos no hospedeiro (Alves et al. 2009b). Pesquisas mais 

aprofundadas sobre estas variáveis são muito importantes para auxiliar na identificação 

de possíveis marcadores de doença ou resistência canina à LVC bem como de processos 

relacionados ao prognóstico da enfermidade. 
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 Em suma, verifica-se que a LVC é uma doença de grande importância e 

complexidade, pois causa forte impacto na saúde pública brasileira e mundial e 

apresenta crescente urbanização em Belo Horizonte e em diversas regiões do Brasil e do 

mundo. Além disso, as formas de se diagnosticar a presença da infecção são diversas e 

limitadas quando utilizadas isoladamente. Por isso, os mecanismos de controle 

necessitam de constante vigilância e aperfeiçoamento, uma vez que a incidência da LV 

tem aumentado em diversas regiões. Certamente, o diagnóstico correto da LVC é uma 

peça chave neste contexto. No presente estudo, propomos a avaliação do potencial de 

amostras clínicas de coleta não invasiva para o diagnóstico molecular da LVC, 

estimativa de carga parasitária e sua relação com a produção de anticorpos 

antiLeishmania.  
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2) JUSTIFICATIVA 

 

A Organização Mundial de Saúde recomenda três medidas de controle básicas 

para a LV: diagnóstico e tratamento precoce das pessoas infectadas, combate ao vetor 

com inseticidas de ação residual e diagnóstico e eliminação dos cães infectados (WHO 

2010). Portanto, a detecção da infecção, tanto em humanos quanto em cães, é uma etapa 

fundamental para o controle da doença, e inquéritos extensivos para a sondagem de 

animais infectados têm sido preconizados. Diante das dificuldades operacionais de 

combate à LV, especialmente nas regiões urbanas, tornam-se necessários mais 

investimentos na área técnico-científica e aperfeiçoamento das estratégias de controle e 

vigilância da doença.  

 Dado que os cães são considerados os principais reservatórios domésticos de L. 

infantum, é fundamental que esses animais sejam rotineiramente monitorados. O 

diagnóstico correto é muito importante para evitar a eliminação de cães não infectados e 

para identificar adequadamente aqueles com infecção. 

 Embora importantes avanços tecnológicos tenham ocorrido, ainda não existe um 

padrão ouro ou um método absolutamente preciso para o diagnóstico da LV canina. 

Atualmente, permanece o desafio para obtenção de um método suficientemente 

sensível, específico, simples, rápido e de baixo custo. 

 Um diagnóstico eficiente é crucial para os inquéritos epidemiológicos, que darão 

suporte às decisões políticas direcionadas às regiões onde as medidas de controle são 

mais urgentes e necessárias. Portanto, a pesquisa de técnicas alternativas que estejam de 

acordo com esses critérios se faz necessária. Vale ressaltar que isso se constitui numa 

das metas prioritárias para auxiliar a prevenção, vigilância e controle da LV. O 

investimento em procedimentos de diagnóstico vem sendo apontado como necessário 

para auxiliar e orientar intervenções para a redução da morbidade e mortalidade dessa 

doença, bem como para a diminuição dos riscos de transmissão. 

 Neste contexto, a utilização de procedimentos não invasivos de amostragem para 

o diagnóstico é relevante, pois representam alternativas mais simples e não traumáticas 

aos hospedeiros. 

 Um exemplo que tem se mostrado promissor é a utilização do swab para coleta 

de amostras biológicas para o diagnóstico molecular da LVC. Este método de coleta é 

fácil e rápido, além de ser um procedimento não invasivo que permite a obtenção de 

células de diferentes regiões anatômicas do hospedeiro, como as mucosas conjuntival, 
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nasal e oral. As mucosas do hospedeiro são regiões normalmente colonizadas pelo 

parasito e por isso são alvos propícios para a detecção do mesmo. Além disso, as 

mucosas são tecidos de constante reposição celular e, portanto, as células exfoliativas 

daí provenientes podem ser facilmente coletadas utilizando-se swabs. Por ser 

naturalmente parasitada, a pele de cães infectados é um alvo estratégico para a detecção 

de parasitos, dada a importância epidemiológica deste tecido. O swab pode ser utilizado 

para coleta de células epidérmicas e ter seu potencial comparado a métodos de coleta 

convencionais e invasivos de pele, como a biópsia. Com isso, torna-se estratégico e 

relevante avaliar a combinação da praticidade destas amostras clínicas de coleta não 

invasiva com a robustez da técnica de PCR para o diagnóstico da LVC. Os testes 

moleculares podem ser especialmente úteis para confirmação diagnóstica de cães 

imunossuprimidos, de casos sub-clínicos ou suspeitos que apresentem reações cruzadas 

em testes diagnósticos sorológicos. Além disso, a PCR quantitativa tornou-se uma 

ferramenta valiosa para acessar a carga parasitária em diferentes amostras clínicas. 

 Com base nisso, entendemos que a presente pesquisa parte da necessidade de se 

criar subsídios para desenvolver métodos auxiliares mais simplificados e eficientes de 

diagnóstico para a LVC. 
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3.1) HIPÓTESE 

 

 “Amostras clínicas de coleta não invasiva obtidas com swab apresentam alto 

desempenho para o diagnóstico molecular da LVC por PCR”. 

 

3.2) OBJETIVOS 

 

 3.2.1) Objetivo geral 

 

 Avaliar o potencial de amostras clínicas de coleta não invasiva obtidas com 

swab para o diagnóstico molecular por PCR da LVC em cães naturalmente infectados 

provenientes de região endêmica. 

 

 3.2.2) Objetivos específicos 

 

 Comparar o desempenho do swab conjuntival para o diagnóstico molecular da 

LVC por PCR seguida de hibridização entre grupos de cães naturalmente 

infectados com e sem sinais clínicos compatíveis à doença; 

 Comparar, dentro de cada grupo de cães, os resultados obtidos por PCR-

hibridização do swab conjuntival com aqueles obtidos de biópsia de pele de 

orelha, medula óssea e sangue periférico; 

 Avaliar e comparar o desempenho dos swabs nasal, oral e swab da pele de 

orelha com o de swab conjuntival, biópsia de pele de orelha e aspirados de 

medula óssea para o diagnóstico da LVC por PCR convencional de cães 

naturalmente infectados; 

 Avaliar a sensibilidade e especificidade dos métodos de PCR-hibridização e 

PCR convencional para cada amostra clínica investigada; 

 Estimar e avaliar a carga parasitária presente nas amostras clínicas estudadas em 

todos os cães naturalmente infectados por meio da PCR em tempo real; 

 Avaliar os níveis de imunoglobulinas da classe IgG nos soros dos cães 

naturalmente infectados com e sem expressão clínica para a LVC; 

 Verificar a associação entre as cargas parasitárias estimadas e o título de 

anticorpos IgG total dos cães naturalmente infectados com e sem sinais clínicos 

para a LVC; 
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 Estabelecer, dentre as amostras clínicas investigadas, aquela que se mostrar mais 

adequada para o diagnóstico molecular da LVC no presente contexto 

experimental. 

 



 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

MATERIAIS E MÉTODOS 
 

 



MATERIAL E MÉTODOS 

 

28 
 

4) MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 4.1) Cães e aspectos éticos 

 

O presente projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética em Experimentação 

Animal da UFMG (n° de protocolo 183/08). Foi utilizado um total de 142 cães 

naturalmente infectados, de ambos os sexos, de idade desconhecida, sem raça definida e 

destinados à eutanásia por apresentarem soropositividade para ELISA e RIFI conforme 

a legislação específica vigente. Estes animais foram obtidos e cedidos pelo Centro de 

Controle de Zoonoses da Prefeitura Municipal de Belo Horizonte (CCZ-BH) durante os 

serviços rotineiros de triagem canina. Todos os cães passaram por uma detalhada 

avaliação clínica e os dados foram registrados em fichas individuais (Anexo 3). 

Foram incluídos neste estudo cães com resultados positivos para o teste de 

mielocultura e/ou para os testes de ELISA e RIFI simultaneamente utilizando-se 

antígenos de L. infantum (tópicos 4.5.1 e 4.5.2). Como pré-requisito de inclusão, todos 

os cães apresentaram positividade para ELISA e RIFI realizados conforme protocolos 

adotados pela equipe do CCZ-BH. 

 Os animais incluídos neste estudo foram coletados em três momentos diferentes. 

Na primeira coleta, foram obtidos 80 cães, os quais foram divididos em dois grupos. O 

grupo 1 incluiu 40 animais sem sinais clínicos da doença e o grupo 2, 40 cães 

apresentando sinais clínicos sugestivos de LVC, tais como onicogrifose, 

linfoadenopatia, emagrecimento, hiperceratose, dermatite, perda de peso, lesões 

oculares, alopecia e lesões cutâneas. Posteriormente, foram realizadas a segunda e 

terceira coletas com 34 e 28 cães respectivamente. 

 Dez animais saudáveis de ambos os sexos, sem raça definidas e criados em canil 

maternidade, foram utilizados como grupo controle negativo (sem infecção). Estes cães 

foram mantidos em ambiente telado, sob condições controladas de alimentação e foram 

cedidos pelo Núcleo de Pesquisas em Ciências Biológicas da Universidade Federal de 

Ouro Preto. 

 Ao longo deste trabalho, foram utilizadas as terminologias “com sinais clínicos e 

sem sinais clínicos” da LV, ou expressões equivalentes, para os dois grupos distintos de 

animais estudados. Isto parte de uma definição técnica da United States National 

Library of Medicine, segundo a qual, o termo sintoma significa: “evidência subjetiva da 

doença ou desordem física observada pelo paciente”, e o termo sinal é “uma evidência 



MATERIAL E MÉTODOS 

 

29 

 

objetiva de doença ou desordem física”. A partir disso, considerou-se mais apropriado 

não utilizar os termos “assintomático e sintomático” para cães e sim cães com sinais 

clínicos e sem sinais clínicos da doença. 

 

 4.2) Delineamento experimental 

 

 Para a realização deste trabalho, foram coletados sete tipos de amostras clínicas: 

swabs conjuntival, nasal, oral e da pele de orelha, aspirados de medula óssea, biópsia de 

pele de orelha e sangue periférico. Na primeira coleta (n = 80), foram coletados o swab 

conjuntival, medula óssea, biópsia de pele de orelha e sangue periférico. A segunda e a 

terceira coletas envolveram 34 e 28 cães naturalmente infectados respectivamente, dos 

quais foram coletadas as mesmas amostras clínicas citadas na primeira coleta com o 

acréscimo do swab nasal (n = 62). Dos últimos 28 cães foram coletados adicionalmente 

o swab oral e swab da pele de orelha. Portanto, por razões didáticas, o presente estudo 

foi dividido em três partes, cada qual com uma ou mais amostras clínicas de coletas não 

invasivas adotadas como referencial de comparação: Parte 1 com o swab conjuntival (n 

= 80), Parte 2 com o swab nasal (n = 62) e Parte 3 com o swabs oral e da pele de orelha 

(n = 28). O delineamento experimental de cada etapa está esquematizado nas Figuras 2, 

3 e 4. 
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Figura 2: Delineamento experimental da etapa 1 (n = 80). 
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Figura 3: Delineamento experimental da etapa 2 (n = 62). 
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Figura 4: Delineamento experimental da etapa 3 (n = 28). 
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4.3) Coleta de amostras clínicas 

4.3.1) Swab conjuntival 

 

 Antes dos processos de coleta, os cães foram sedados e anestesiados utilizando-

se, respectivamente, Xilazina (Syntec, Brasil) a 2% (2,2mg/kg) e Tiopental sódico 

(Cristália, Brasil) a 2,5% (9,0mg/kg). Após isso, procedeu-se a coleta de todas as 

amostras clínicas.  

Para as coletas não invasivas, foram utilizados swabs estéreis manufaturados 

para uso clínico-hospitalar (Inlab
®
). Na conjuntiva inferior de ambos os olhos de cada 

cão, esfregou-se um swab estéril para a coleta de células exfoliativas (Figura 5). As 

extremidades destes swabs foram separadas e acondicionadas em tubos tipo eppendorf 

DNAse e RNAse free de 1,5mL. Estes foram armazenados em gelo e, logo após, foram 

mantidos a -20°C até seu processamento. 

 

 

Figura 5: Coleta do swab conjuntival. 

4.3.2) Swab nasal 

Em cada narina dos cães, um swab estéril foi esfregado, separadamente, em 

movimentos circulares para a remoção de células da mucosa nasal (Figura 6). As 

extremidades dos swabs foram separadas e armazenadas conforme descrito para o swab 

conjuntival. 
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Figura 6: Coleta do swab nasal. 

 

 4.3.3) Swab oral 

  

 Um swab estéril foi atritado firmemente em movimentos circulares e de vai e 

vem na mucosa bucal de cada cão (Figura 7). O armazenamento deste material coletado 

foi feito como descrito para o swab conjuntival. 

 

 

Figura 7: Coleta do swab oral. 
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4.3.4) Swab da pele de orelha 

 

 Previamente a esta coleta, a face interna da orelha esquerda de cada animal foi 

brevemente limpa com álcool 70% para remoção de impurezas mais grosseiras. Então, 

um swab estéril foi molhado em PBS (tampão de salina fosfatada) estéril e esfregado em 

movimentos circulares e de vai e vem na região mediana da face interna da orelha 

esquerda de cada cão (Figura 8). O armazenamento deste material foi realizado como 

descrito para o swab conjuntival. 

 
Figura 8: Coleta do swab da pele de orelha. 

 

4.3.5) Sangue periférico 

 

Uma alíquota de sangue periférico de cada cão foi retirada, por punção da veia 

jugular, e armazenada em tubos de ensaio. Aproximadamente 1,0mL deste material foi 

transferido para tubos de 2,7mL de capacidade (Monovet, Sarsted, Alemanha) contendo 

Ácido Etilenodiaminotetracético (EDTA), os quais foram imediatamente mantidos em 

gelo e posteriormente destinados à extração de DNA. Um volume igual de sangue foi 

armazenado em tubos de ensaio idênticos aos anteriores, porém sem EDTA. Este último 

material foi mantido a temperatura ambiente e centrifugado a 415g por 15 minutos para 

obtenção do soro, o qual foi dividido em alíquotas, sendo estas estocadas a -20°C para a 

realização de testes sorológicos e bioquímicos (Figura 9). 
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Figura 9: Coleta de sangue periférico. 

 

4.3.6) Biópsia de pele de orelha 

 

As biópsias de pele foram realizadas na região interna da parte média da orelha 

direita de cada cão, utilizando-se punches estéreis de 5,0mm de diâmetro (Figura 10). O 

material retirado foi depositado em papel filtro estéril para remoção do excesso de 

sangue. Logo após, o material foi acondicionado em tubos eppendorf DNAse e RNAse 

free, colocado em gelo e processado imediatamente após o término das coletas. 

 

 

Figura 10: Biópsia de pele de orelha. 

 

4.3.7) Medula óssea 

 

Após discreta sedação dos cães, a região do esterno foi depilada com lâminas de 

barbear estéreis. Esta região foi submetida previamente a procedimento asséptico 
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utilizando-se polivinil pirrolidona iodo (Vansil, Brasil). Uma agulha de 40 gauges, 

acoplada a uma seringa de 10mL foi introduzida no esterno do cão para retirada de 

aproximadamente 1,0mL de medula óssea, o qual foi dividido em três frações (Figura 

11). A primeira parte foi gotejada em uma lâmina de vidro (Invicta Brasil) previamente 

limpa e desengordurada. O esfregaço por extensão do material foi realizado com outra 

lâmina de vidro e estas foram secadas e armazenadas em temperatura ambiente. Cerca 

de 200µL do aspirado foram colocados em tubos eppendorf de 1,5mL DNAse e RNAse 

free e mantidos no gelo e a seguir, a -20°C para posterior extração de DNA. O material 

restante nas seringas foi transferido para tubos contendo meio de cultura para a 

realização de exames parasitológicos posteriores com mielocultura. 

 

 

Figura 11: Coleta de medula óssea. 

 

Após todas as coletas, o anestésico foi reaplicado em quantidade suficiente para 

a obtenção de parada cardíaca e respiratória nos cães. 

 

4.4) Testes parasitológicos 

 

Para verificação da presença do parasito, uma fração do aspirado medular foi 

adicionado ao meio de cultura bifásico NNN (Novy, McNeal e Nicolle) acrescido da 

fase líquida de meio MEM (Minimum Essential Medium, Gibco BRL, EUA), 

suplementado com 10% de soro fetal bovino (CULTILAB, Brasil) e acrescido de 

estreptomicina a 1,0µg/mL e penicilina G potássica, a 100U/mL (GIBCO BRL, Life 

Technologies, EUA). O meio NNN foi feito utilzando-se sangue de coelho desfibrinado 

a 12%. Cada amostra foi dividida em duplicatas e colocada em dois tubos contendo o 
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meio de cultura. Estes tubos foram mantidos a 24  1ºC em estufa biológica (FANEM, 

Brasil). A cada quinze dias, todas as culturas eram examinadas ao microscópio óptico e 

repicadas, por até três vezes, avaliando-se sempre o repique anterior, para verificar a 

presença e crescimento dos parasitos. 

Os esfregaços feitos por extensão a partir dos aspirados medulares foram coradas 

utilizando-se o método Panótico Rápido
®
, conforme as recomendações do fabricante 

(Bioclin do Brasil): após secagem em temperatura ambiente, as lâminas eram imersas 

por 20 segundos, sob discreta agitação em fixador, corante básico e corante ácido nessa 

ordem. Foram então lavadas em água corrente, secadas em temperatura ambiente e 

examinadas por microscopia óptica em objetiva de imersão. 

 

4.5) Testes sorológicos 

  

 Os testes sorológicos de RIFI e ELISA foram realizados segundo os 

procedimentos padronizados no Laboratório Biologia de Leishmania do Departamento 

de Parasitologia da UFMG. Os antígenos para ambas as técnicas foram obtidos de 

cultura de promastigotas de L. infantum, cepa MHOM/BR/1967/BH46. 

 

4.5.1) ELISA 

 

 Após cinco dias de cultivo em meio LIT (Liver Infusion Tryptose), as 

promastigotas em fase logarítmica de crescimento foram lavadas três vezes em PBS 

(pH 7,4), centrifugadas a 250g por 10 min a 4°C. Em seguida, foram resuspendidas 

em PBS, submetidas à ruptura por ultrassom (BRANSON 1510
®
, EUA) a 40 W e 

centrifugadas a 1360g por 10 minutos. A concentração do antígeno foi estimada 

utilizando-se o método de Lowry (Lowry et al. 1951). O antígeno foi então aliquotado 

e armazenado a -20°C até o momento de uso. 

A detecção de anticorpos IgG antiLeishmania pelo método de ELISA nos soros 

obtidos foi feita segundo a técnica pré-estabelecida por Voller et al. (1976), com 

modificações. Foram utilizadas microplacas de polietileno para ELISA (INLAB, Brasil) 

de 96 orifícios e fundo plano. Cada orifício foi sensibilizado com 2μg de antígeno 

solúvel, diluídos em 100μL de tampão carbonato (Anexo 4) , durante um período 

mínimo de 24 horas. Para a realização do teste, o excesso de antígeno foi retirado da 

placa pela lavagem de cada orifício por cinco vezes com solução de lavagem contendo 
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0,9% (p/v) de cloreto de sódio e 0,05% (v/v) de Tween 20
®
. A seguir, para bloqueio dos 

sítios inespecíficos, foram adicionados 150μL de solução de PBS-Caseína a 2% (p/v), 

(Sigma Aldrich, EUA) por orifício. A placa foi incubada por 30 minutos em estufa a 

37°C. O excesso de solução de bloqueio foi então retirado por duas lavagens sucessivas. 

Em seguida, 100μL dos soros, diluídos em tampão de incubação e na razão de 1:400, 

foram aplicados  em cada orifício e a placa novamente colocada em estufa a 37ºC por 

45 minutos. O excesso do soro diluído foi retirado logo após por uma série de cinco 

lavagens. 

Foi utilizado como conjugado, anti-imunoglobulina IgG de cão, marcada com 

Peroxidase VI (Bethyl Lab. Inc., EUA). Após ser diluído na razão de 1:10.000, 100μL 

do conjugado foi acrescentado a cada orifício, e a placa deixada em incubação por mais 

45 minutos a 37°C. Posteriormente, esta solução foi retirada por nova série de cinco 

lavagens e em seguida, foram adicionados a cada orifício, 100μL de uma solução com o 

cromógeno OPD - Orto-Fenilenediamino dihidrocloridro (Sigma Aldrich, EUA) em 

tampão fosfato-citrato (pH 5,0) e H2O2 (30 volumes), (Anexo 4). 

A reação ocorreu em estufa a 37ºC durante 10 minutos, e foi interrompida por 

adição de 25μL de H2SO4 a 4N (Merck, Alemanha). Em qualquer etapa, após as 

lavagens, as placas foram secadas por inversão sobre papel absorvente. A leitura foi 

efetuada em leitor de ELISA (Bio-Rad 2550
®

, EUA), a 495nm. O ponto de corte ou “cut 

off” foi determinado pela média das absorbâncias de oito soros de cães não infectados 

originários de região não endêmica da doença, mais duas vezes o desvio padrão. 

 

4.5.2) RIFI 

 

Os parasitos foram obtidos em fase logarítmica de crescimento em meio LIT. 

Após três dias de cultivo, os parasitos foram fixados em formalina a 5% por 30 min e, 

logo após, lavados em PBS (pH 7,4), centrifugados a 250g por 10 min a 4°C. O 

sedimento foi resuspendido em igual solução e submetido a três centrifugações 

sucessivas nas mesmas condições explicitadas anteriormente. Em seguida, o 

sedimento foi resuspendido em PBS e uma gota foi colocada em lâmina sob lamínula 

(24 X 24 mm) para contagem de células utilizando-se microscopia óptica em objetiva 

de 40X. Após a determinação de 16 a 32 promastigotas por campo, 10μL da suspensão 

foram colocados em cada região demarcada de uma lâmina própria para 

imunofluorescência, a qual foi secada por ventilação artificial. Finalmente, as lâminas 
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foram envoltas com papel absorvente, revestidas com papel alumínio e conservadas a -

20°C até o momento de uso.  

Os soros dos animais candidatos ao experimento foram diluídos na razão dois, 

a partir de 1:40 até a diluição final, em solução tampão fosfato (PBS, pH 7,4). Foram 

colocados 25μL da diluição obtida sobre cada região demarcada das lâminas com o 

antígeno fixado. Após a incubação das lâminas em câmara úmida por 30 minutos em 

estufa a 37
o
C, estas foram lavadas três vezes, por 5min com PBS, lavadas rapidamente 

em água destilada e secadas sob ventilação artificial. A cada região demarcada da 

lâmina foram acrescentados 25μL do conjugado diluído a seu título em PBS com 

Tween 2% (Tween
®

 20, Merck, Alemanha), acrescido de Azul de Evans 1% (EVANS 

BLUE
®

, Sigma Aldrich, EUA) a 1:2000. O conjugado é constituído por anti-IgG de 

cão, marcado com Isotiocianato de Fluoresceína. As lâminas foram novamente 

incubadas por 30min a 37°C, lavadas e deixadas secar como descrito anteriormente. 

As lâminas foram então cobertas com glicerina tamponada, pH 7,4 e sobrepostas por 

uma lamínula, sendo a leitura realizada em microscópio de luz ultravioleta (Olympus 

BX 41
®
, Japão). Soros conhecidamente positivos e negativos foram usados na mesma 

lâmina como controles da reação. 

 

4.5.3) Bioquímica sérica 

 

Os testes bioquímicos foram realizados com alíquotas previamente 

armazenadas dos soros de todos os cães. Para as determinações dos níveis de uréia, foi 

utilizado o teste enzimático colorimétrico (Bioclin
®
) e para as proteínas totais e 

albumina, foi utilizado o teste colorimétrico (Bioclin
®
) conforme instruções do 

fabricante. Os níveis séricos de globulinas foram obtidos pela subtração das medidas 

das proteínas totais pelas de albumina. 

 O teste para detecção de creatinina foi realizado no laboratório de Patologia 

Clínica da Escola de Veterinária da UFMG. Os valores de referência adotados para a 

avaliação dos resultados dos parâmetros bioquímicos foram aqueles descritos por 

Latimer et al. (2003) e Kaneko et al. (1997). 
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4.6) Extração de DNA 

 

As extremidades dos swabs foram submetidas ao processo de extração de DNA 

via fenol-clorofórmio. Este método foi realizado de acordo com Strauss-Ayali et al. 

(2004), com pequenas modificações. Uma mistura de 300µL de proteinase K (Sigma) 

(250µg/mL) e Triton X-100 a 1% em tampão de lise [Tris 50mM, NaCl 50mM e EDTA 

10Mm (pH 8,0)] foi adicionada a tubos eppendorf estéreis DNAse e RNAse free 

contendo os swabs e as amostras foram incubadas por 2h a 56°C. Para a precipitação 

protéica, o produto da lise foi transferido para tubos Phase Lock Gel-Heavy (PLG-H) 

(Eppendorf) contendo 500µL com 75% de fenol tris-saturado (Sigma) e 25% de 

clorofórmio – álcool isoamílico (24:1). A mistura foi centrifugada por 12000g por 5 

minutos a 4°C e o sobrenadante foi transferido para novos tubos PLG-H. Este processo 

de precipitação protéica foi repetido duas vezes utilizando-se álcool-isoamílico a 50 e 

100% respectivamente. Em seguida, o DNA foi precipitado em um volume de 

isopropanol acrescido de 50µL de acetato de sódio 3M, centrifugado a 12000g por 5 

minutos, sendo o sobrenadante descartado. O DNA foi lavado com etanol 75%, deixado 

secar a 50°C por 20min e o precipitado foi suspendido em 30µL de água milliQ 

autoclavada. Para a extração de DNA do swab da pele de orelha, foi adotado o mesmo 

procedimento anterior com apenas uma modificação no tempo de incubação com o 

tampão de lise que, neste caso, foi de 16h. 

O DNA foi purificado a partir do sangue periférico utilizando-se o kit GE 

Healthcare
® 

Illustra Blood Genomic Prep MIni Spin Kit seguindo as instruções dos 

fabricantes. Primeiramente, cerca de 1,0mL de sangue periférico foi adicionado a 

3,0mL de solução para lise de hemácias (RBC) [KHCO3 a 10 mM, NH4Cl a 155mM, e 

EDTA a 0,1mM (pH 8,0)]. As misturas foram incubadas a temperatura ambiente por 5 

minutos e centrifugadas a 500g por 2 minutos. O sobrenadante foi descartado e o 

precipitado foi agitado em vórtex. Vinte microlitros de proteinase K a 20mg/mL foram 

adicionados em cada amostra. Quatrocentos microlitros de tampão de lise fornecido 

pelo kit foram transferidos para as amostras e estas foram incubadas em temperatura 

ambiente por 10 minutos. A solução foi transferida para tubos contendo filtros, 

centrifugada por 1 minuto a 11000g, sendo o líquido residual descartado. Este mesmo 

procedimento foi repetido utilizando-se 500µL do mesmo tampão de lise, sendo o 

líquido resultante descartado após centrifugação por 11000g por 3 minutos. 

Finalmente, 100µL de eluente foram adicionados aos mesmos tubos, incubados a 
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temperatura ambiente por 1 minuto e centrifugados por 11000g por 1 minuto para 

eluição do DNA.  

Para a extração de DNA a partir de medula óssea, foi utilizado o mesmo 

protocolo anterior. Apenas o uso da solução RBC foi omitido. Neste caso, foram 

obtidos 100µL de solução final de DNA purificado. 

As biópsias de pele foram submetidas ao protocolo de extração de DNA 

utilizando o kit da Wizard
®

 - SV Genomic DNA Purification System – Promega, de 

acordo com as instruções dos fabricantes. Cada fragmento de pele foi mergulhado em 

275µL em solução de lise fornecida, acrescida de 20µL de proteinase K a 20mg/mL, a 

qual foi incubada por 16 h a 55°C. Em seguida, 160µL de um segundo tampão de lise 

fornecido no kit foi adicionado às amostras, que foram misturadas utilizando-se vórtex. 

As soluções foram transferidas para tubos contendo filtros e centrifugadas por 3 minutos 

a 13000 g para ligação do DNA. O líquido residual foi descartado, o DNA foi lavado 

quatro vezes com 650µL de solução própria fornecida no kit e centrifugado a 13000g 

por 1 minuto. Após descartar o líquido residual, o DNA foi eluído com 160µL de água 

milliQ autoclavada. 

As soluções finais de DNA de todas as amostras clínicas foram armazenadas a 

4°C até o momento de uso. 

 

4.7) PCR 

 

O método de PCR para amplificação da região conservada dos minicírculos do 

kDNA de Leishmania sp., com 120 pares de base (pb), foi previamente descrito 

(Degrave et al. 1994). Para sua realização, 1,0µL de cada amostra com DNA purificado 

foi adicionado a 24µL de uma solução contendo 2,5µL de dNTPs a 1,0mM, 200 ng de 

cada oligonucleotídeo iniciador [5’–

(G/C)(G/C)(C/G)CC(A/C)CTAT(A/T)TTACACAACCCC-3’ e 

5’GGGGAGGGGCGTTCTGCGAA-3’], 2,5 unidades da Taq DNA polimerase 

(Ludwig Biotech
®
), 2,5µL de solução tampão (Tris-HCl 50mM, [pH 8,3]), KCl 50mM, 

1,5µL de MgCl2 a 3,0mM e um volume complementar de H2O milliQ autoclavada. O 

mesmo foi feito para os controles negativos nos quais foi aplicado 1,0µL de H2O milliQ 

autoclavada no lugar do DNA. O DNA extraído de células de um cão saudável sem 

infecção também foi utilizado como controle negativo da reação. Um marcador de 

massa molecular de 100pb foi utilizado como padrão de referência (Ludwig Biotec
®
). 
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Para os controles positivos, foram utilizados 1,0µL de solução contendo DNA 

genômico purificado de L. infantum, (cepa MHOM/BR/1973/BH46) e 1,0µL de solução 

contendo DNA genômico purificado de L. braziliensis (cepa MHOM/BR/1975/M2903), 

ambos na concentração de 1,0ng/µL. O mesmo volume da preparação de DNA obtido 

de um cão reconhecidamente positivo para LV também foi utilizado como controle 

positivo. 

As condições para a reação foram: 95°C por 15 min para a desnaturação inicial, 

seguindo-se 30 ciclos de amplificação (30 segundos a 94
°
C, 30 segundos a 50°C e 30 

segundos a 72°C). Foi feito ainda um passo para a extensão final a 72°C por 10 

minutos. Depois disso, o sistema permaneceu a 4°C. O termociclador (Perkin Elmer®) 

foi programado para delinear todas essas etapas nas temperaturas e tempos 

determinados. As diferentes etapas da reação de PCR foram realizadas em laboratórios 

diferentes seguindo-se um fluxo unidirecional de trabalho para evitar contaminações. Os 

produtos da PCR foram previamente analisados em gel de agarose. 

 

4.8) Eletroforese em gel de agarose 

 

Para analisar os produtos de PCR, 5,0µL de tampão de amostra (Tris 10 mM, 

EDTA 10mM, azul de bromofenol 0,005% m/v e glicerol 10% v/v) foram acrescentados 

a 10µL de cada produto da reação que, em seguida, foram submetidos à eletroforese em 

gel de agarose a 2%, com brometo de etídio a 1,0µg/µL , numa diferença de potencial 

de 90V. Um marcador de peso molecular com fragmentos múltiplos de 100 pb (Ludwig 

Biotech
®

) foi utilizado e a corrida foi realizada em tampão Tris borato EDTA 1X. 

 

4.9) Dot Blot  

 

Dez microlitros dos produtos de PCR foram aquecidos a 100°C por 5 minutos e 

resfriados imediatamente em gelo. A eles foram acrescentados 11µL de solução 

desnaturante [NaOH 0,4N, EDTA 25mM (pH 8,0)]. Em seguida, as amostras foram 

aplicadas, sob vácuo, a uma membrana de nylon utilizando-se o aparelho Bio Dot 

(Hybri-dot Manifold - BRL
®

). Cada poço recebeu mais 100µL da solução desnaturante e 

o aparelho foi submetido novamente ao vácuo. A membrana foi lavada com SSC 2X 

(NaCl 0,3M, citrato de sódio, 0,3mM), deixada secar sobre papel filtro e submetida a 

luz ultravioleta no aparelho Stratalinker (BioRad) para fixação do DNA (0,12J/cm
2
). 
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4.10) Hibridização 

 

Foram utilizados como sondas mini-círculos clonados de L. infantum e de L. 

braziliensis. Estas foram marcadas com 
32

P[α]dCTP utilizando-se o método dos 

iniciadores aleatórios (Invitrogen
®
). As condições de hibridização foram previamente 

descritas por Andrade et al. (2001). A membrana de nylon, contendo as amostras, foi 

pré-incubada a 58
°
C por 30 minutos em solução de leite desnatado 0,5%, sulfato dodecil 

de sódio (SDS) 1% e SSC 2X. A solução foi trocada utilizando-se um volume suficiente 

apenas para cobrir a membrana. As sondas marcadas foram adicionadas à solução, após 

terem sido previamente aquecidas por 3 minutos a 100
°
C. As membranas foram 

incubadas por 14h a 58
°
C com agitação e depois lavadas em solução SSC 0,5X, SDS 

0,5% a 65
°
C por 30 minutos. A membrana foi deixada secar a temperatura ambiente. 

Finalmente, ela foi exposta ao cassete BAS 2325 (Fujifilm
®

) por 2h. A imagem foi 

obtida através do analisador de imagem Bio-Imaging Analyzer (Fujifilm
®
). As mesmas 

membranas foram incubadas em solução de NaOH 0,4N por 1 hora a 42°C por duas 

vezes para remoção das sondas. Então, outro processo de hibridização foi repetido com 

sondas de L. braziliensis seguindo o mesmo protocolo adotado para as sondas de L. 

infantum. 

 

4.11) PCR complexo Leishmania donovani específica 

 

A PCR complexo L. donovani específica (cPCR), conforme descrito por  

Piarroux et al. (1993), foi realizada para as preparações de DNA dos cães das segunda e 

terceira etapas deste estudo. O volume de 1,0µL de cada preparação de DNA foi 

adicionado a uma solução de 9µL contendo 5,0µL de uma mistura padronizada de 

reagentes (Master Mix Go Taq
®
 - Promega), 1,0pmol de cada iniciador [5’ ACG AGG 

TCA GCT CCA CTC C 3’], [5’ CTG CAA CGC CTG TGT CTA CG 3’] e um volume 

complementar de H2O milliQ autoclavada. Os iniciadores desta reação são endereçados 

para a região conservada de minicírculos de kDNA das espécies de Leishmania 

pertencentes ao complexo L. donovani e permitem a amplificação de um fragmento de 

100pb. Os controles positivos e negativos foram os mesmos descritos no tópico 4.7, 

exceto o controle para L. braziliensis. 
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Um termociclador (Perkin Elmer®) foi utilizado para programar as seguintes 

etapas de termociclagem: 96°C por 5min, 35 ciclos (94°C por 30s, 59°C por 30s, 72°C 

por 30s), 72°C por 2min e logo após, o sistema permaneceu a 4°C. As diferentes etapas 

da reação foram realizadas em laboratórios distintos seguindo-se um fluxo unidirecional 

de trabalho para evitar contaminações. Os produtos da cPCR foram analisados em géis 

de poliacrilamida. 

 

4.12) Eletroforese em gel de poliacrilamida 

 

 Os produtos da cPCR foram analisados em gel de poliacrilamida não 

desnaturante a 5%, corado com nitrato de prata (Sambrook et al. 1982). Um marcador 

de massa molecular de 100pb foi utilizado como padrão de referência (Promega, EUA). 

Três microlitros de cada produto da cPCR dissolvidos em tampão de amostra (tópico 

4.8) foram aplicados no gel. A corrida eletroforética foi realizada a 80 – 100V por cerca 

de 1 hora. Após a corrida, os géis foram colocados em solução fixadora (etanol absoluto 

a 10% e ácido acético glacial a 0,5%) durante 10min sob leve agitação. Em seguida, os 

géis foram transferidos para uma solução de nitrato de prata a 0,1% com a qual 

permaneceram sob suave agitação por 10min. Após isso, os géis foram rapidamente 

lavados com água deionizada por duas vezes e mergulhados em solução reveladora 

(NaOH a 3% [p/v] e formaldeído a 0,3%) até a clara visualização das bandas. Uma vez 

completa a revelação, os géis foram novamente lavados com água deionizada, 

colocados em solução fixadora e fotografados para documentação. 

 

4.13) PCR em tempo real 

 

A técnica de PCR em tempo real (qPCR) foi realizada para a quantificação 

absoluta da carga parasitária conforme descrito anteriormente (Murta et al. 2006, Alves 

et al. 2009b) com pequenas modificações. As reações foram realizadas utilizando-se 

iniciadores endereçados para o gene da DNA polimerase de L. infantum de 90 pb 

(acesso no GenBank: AF009147): [5’ TGT CGC TTG CAG ACC AGA TG 3’] e [5’ 

GCA TCG CAG GTG TGA GCA C 3’]. Também foram utilizados iniciadores cujo 

alvo é o gene constitutivo de β-actina de Canis familiaris com 307 pb (acesso no 

GenBank: NM_001195845.1): [5’ CTT CTA  CAA CGA GCT GCG CG 3’] e [5’ TCA 

TGA GGT AGT CGG TCA GG 3’]. 
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4.13.1) Construção das curvas-padrão 

 

Para a construção das curvas-padrão, foram utilizados plasmídeos TOPO PCR 

2.1 (Invitrogen) contendo, separadamente, insertos de cada gene alvo de amplificação. 

Estes genes foram previamente clonados, purificados e sequenciados pela equipe de 

nosso laboratório (Alves et al. 2009b). Estes vetores foram dosados por 

espectrofotometria (Epoch, Biotek, EUA) a 260 e 280nm para a obtenção da 

concentração do DNA em ng/µL. Considerando-se que 660pg (=0,66ng) corresponde, 

em média, a 1,0pmol (=10
-12

mol) de um par de nucleotídeo (Harden et al. 2004), é 

possível calcular, em nanogramas, a massa de um mol de um par de nucleotídoes pela 

seguinte expressão: 

0,66ng

10-12mol
1,0molx =  6,6x1011 ng

 

 

 A partir disso, o número de moléculas ou cópias de DNA por microlitro de 

amostra foi calculado com base na expressão matemática abaixo: 

 

6,02 x 1023 moléculas

6,6x1011 ng x N
= Número de moléculas ou cópias/µLx Y ng/µL

 

 

Em que: 

 6,02x10
23

 corresponde ao número de Avogadro (= 1,0mol); 

 6,6x10
11

ng corresponde à massa média de 1,0 mol de um par de nucleotídeos de 

DNA; 

 N é o número conhecido de nucleotídeos presentes no plasmídeo + inserto; 

 Y é a concentração de DNA, em ng/µL, obtida por espectrofotometria. 

 

A partir do valor conhecido do número de cópias por microlitro, as amostras 

contendo os genes alvos de amplificação foram diluídas sucessivamente. Para a 

construção das curvas-padrão, foram utilizados seis pontos: 10
7
 a 10

2
 moléculas para o 
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gene da DNA polimerase e 10
9
 a 10

4
 moléculas para o gene da β-actina. Em cada placa, 

as reações foram realizadas em duplicata. 

 

4.13.2) Reação da PCR em tempo real 

As reações foram realizadas em placas de 96 poços MicroAmp
®

 Optical 96 Well 

Reaction Plate cobertas com adesivo ópticos (Applied Biosystems) e processadas no 

aparelho  ABI Prism 7500 Sequence Detection System (Applied Biosystems). 

 As curvas-padrão foram adotadas como controles positivos. Dois poços para 

cada gene alvo receberam água milliQ autoclavada no lugar de DNA e funcionaram 

como controles negativos. As etapas de termociclagem foram: desnaturação inicial a 

95°C por 15min seguida de 40 ciclos de 95°C por 15s e 60°C por 1min. No final, a 

temperatura foi gradualmente elevada até a dissociação completa do material 

amplificado para a obtenção da curva de dissociação (curva de melting). 

 As reações foram realizadas num volume final de 10µL contendo 20ng de DNA, 

5,0µL de SYBR GREEN master mix 2X (Applied Biosystems), 1,0µL de cada iniciador 

na concentração de 2,0pmol/µL para DNA polimerase ou 1,67pmol/µL para β-actina. 

Para a quantificação do número de moléculas, o programa Sequence Detection 

System determinou, em cada amostra, o número de ciclos em que a fluorescência 

ultrapassava um limiar arbitrário ou cycle threshold (Ct). O número de cópias de cada 

gene amplificado foi estimado a partir de uma regressão linear utilizando-se os valores 

de Ct obtidos das respectivas curvas-padrão geradas com quantidades conhecidas do 

plasmídeo com os insertos de interesse. Para cada amostra, o número de cópias 

calculado do gene DNA polimerase foi dividido pela quantidade de cópias do gene da 

β-actina canina. Assumindo que estes genes são de cópia única, a expressão do 

resultado final da carga parasitária foi o número de parasitos por célula de cão. 

Normalmente, a quantidade de DNA canino é muito superior à quantidade de DNA de 

Leishmania nas amostras clínicas. Portanto, por questões didáticas, o resultado da carga 

parasitária foi expresso como número de parasitos por 10000 células caninas. Além 

disso, este gene constitutivo de cão foi utilizado para verificar a integridade do DNA 

extraído. 

A técnica de qPCR foi então padronizada a partir das curvas-padrão incluindo os 

dois genes alvo de interesse. Os dados referentes a essa padronização são demonstrados 

na Tabela 1 e na Figura 12. 
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Tabela 1: Medidas de eficiência, r
2
 e inclinação da reta para as curvas padrão de cada 

gene alvo de amplificação. 

Gene alvo Eficiência r
2 

Inclinação da reta 

    

DNA polimerase 99,1% 0,998 -3,31 

β-actina 97,3% 0,998 -3,39 

 

(A)

(B)
 

Figura 12: Curvas-padrão obtidas com quantidades conhecidas de cópias gênicas de DNA polimerase 

(A) e β-actina (B). As quantidades do gene de DNA polimerase variaram de 102 a 107 

cópias e do gene de β-actina, de 104 a 109 cópias. 

 

Com base nesta padronização, as cargas parasitárias puderam ser estimadas. 
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4.14) Análise estatística 

 

As frequências de resultados positivos obtidas dos ensaios de PCR-hibridização 

ou cPCR para cada amostra clínica foram comparadas duas a duas dentro de cada grupo 

de cães. Estes resultados também foram comparados dois a dois entre os grupos, 

pareando-se sempre amostras clínicas do mesmo tipo. Todas estas comparações foram 

feitas mediante análise com o teste Qui-quadrado de Pearson para amostras maiores do 

que 30. Para tamanhos amostrais menores do que 30, foi utilizado o teste exato de 

Fisher. As distribuições dos dados passaram por análise de normalidade utilizando-se os 

testes de Kolmogorov-Smirnov e Dagostino-Pearson. Para as distribuições não 

paramétricas, foram utilizados os testes de Mann-Whitney para a análise entre dois 

grupos ou de Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn para a análise de três grupos. 

Alternativamente, para as distribuições normais, foram utilizados o teste t não pareado 

ou ANOVA em uma via seguido do teste de Tukey. Para análise de associação, foi 

adotada a correlação de Spearman. O nível de significância adotado foi de 5% de modo 

que os resultados foram considerados significativos para valores de p < 0,05. 

Os cálculos para análise de frequências e obtenção das medidas de sensibilidade 

e especificidade foram realizados com o programa Winpepi (PEPI para Windows
®
). 

Para isso, foram utilizadas tabelas 2 X 2 e o teste parasitológico de mieloculturas foi 

utilizado como padrão ouro para obtenção das medidas de acurácia citadas. Para os 

demais cálculos, o programa GraphPad Prism 5.0. foi utilizado. 
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5) RESULTADOS 

5.1) Grupo controle negativo 

 

Todos os cães saudáveis pertencentes ao grupo controle negativo foram 

submetidos aos mesmos testes diagnósticos sorológicos, parasitológicos de mielocultura 

e PCR utilizados para os cães infectados. Todos os animais do grupo controle 

apresentaram resultados negativos para todos estes métodos. Além disso, os resultados 

dos testes de bioquímica sérica destes cães foram considerados normais segundo os 

critérios de Kaneko et al. (1997) e Latimer et al. (2003). 

 

5.2) Resultados da parte 1: avaliação do swab conjuntival para o diagnóstico 

molecular da Leishmaniose Visceral Canina 

 

5.2.1) Bioquímica sérica – parte 1 

 

Os níveis séricos de creatinina aferidos nos cães sem sinais clínicos foram 

significativamente inferiores àqueles apresentados pelos cães com sinais clínicos (p < 

0,0001) e equivalentes às medidas do grupo controle (p > 0,05), (Figura 13A). Não 

foram detectadas diferenças estatísticas entre os níveis séricos de uréia dos cães 

naturalmente infectados e dos cães do grupo controle (p > 0,05), (Figura 13B). Em 

relação à albumina, os cães sem sinais clínicos apresentaram níveis séricos 

estatisticamente compatíveis aos do grupo controle (p > 0,05) e superiores aos dos cães 

com sinais clínicos. Estes últimos demonstraram níveis de albumina significativamente 

inferiores aos do grupo controle (p = 0,0005), (Figura 13C). Os dois grupos de animais 

infectados demonstraram níveis de globulina estatisticamente superiores aos níveis do 

grupo controle (p = 0,0002), (Figura 13D). A razão albumina/globulina do grupo de 

cães sem expressão clínica foi significativamente superior àquela apresentada nos cães 

com expressão clínica, mas foi inferior em relação à razão obtida no grupo controle (p < 

0,0001) (Figura 13E).  

 

5.2.2) Sorologia – parte 1 

  

Em relação aos testes sorológicos realizados nos laboratórios de Sorologia e de 

Biologia de Leishmania do Departamento de Parasitologia do ICB/UFMG, apenas 2 

cães sem sinais clínicos para LVC tiveram resultado negativo para ELISA e RIFI, e 1 
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cão deste grupo apresentou resultado negativo apenas para ELISA. Somente 1 animal 

com sinais clínicos da LVC teve resultado negativo para RIFI. Todos estes cães com 

algum resultado negativo para a sorologia apresentaram positividade na mielocultura e 

foram incluídos no estudo. 

Os valores de absorbância obtidos do imunoensaio de ELISA foram 

estatisticamente equivalentes entre si (p > 0,05) e superiores aos do grupo controle (p < 

0,0001) (Figura 14). Os títulos de anticorpos obtidos nos ensaios de RIFI variaram de 

1:40 a 1:2.560 no grupo de cães sem expressão clínica enquanto que nos cães com sinais 

clínicos, a variação observada foi de 1:160 até 1:10.240. Os títulos de anticorpos obtidos 

em cada um destes grupos foram estatisticamente diferentes entre si (p = 0,025) (Figura 

15). 
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Figura 13: Parâmetros bioquímicos obtidos de cães com e sem sinais clínicos para a LVC naturalmente 

infectados por L. infantum. (A): creatinina, (B): uréia, (C): albumina, (D): globulina, (E): 

relação albumina/globulina (A/G). Grupo 1: 40 cães sem sinais clínicos naturalmente 

infectados por L. infantum; Grupo 2: 40 cães com sinais clínicos naturalmente infectados 

por L. infantum. Grupo controle: cães saudáveis não infectados. a: O grupo difere do grupo 

controle segundo o teste ANOVA seguido do teste de Tukey; b: O grupo difere do grupo 1 

segundo o teste ANOVA seguido do teste de Tukey. 



RESULTADOS 

 

54 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14:   Medidas de absorbância obtidas do imunoensaio de ELISA para cães sem sinais clínicos 

(Grupo 1) e com sinais clínicos para LVC (Grupo 2) naturalmente infectados por L. 

infantum. O ponto de corte (= 0,100) está representado pela linha pontilhada. a: O grupo 

difere apenas do grupo controle pelo teste de Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn (p 

< 0,0001). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15:  Recíproca dos títulos de IgG total obtidos em cães naturalmente infectados sem sinais 

clínicos (Grupo 1) e com sinais clínicos para LV (Grupo 2) naturalmente infectados por L. 

infantum. O ponto de corte (= 1:40) está representado pela linha pontilhada. Os grupos 

diferem entre si segundo o teste de Mann Whitney.  
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5.2.3) PCR-hibridização - grupo 1 

 

Primeiramente, a freqüência de resultados positivos para o swab conjuntival foi 

calculada separadamente para as conjuntivas direita e esquerda de cada animal, sendo 

estas consideradas amostras distintas. Após isso, todas as amostras clínicas foram 

comparadas entre si dentro de cada grupo. 

Nos cães do grupo 1, as positividades obtidas por PCR-hibridização foram: 

77,5% (31/40) para conjuntiva direita; 75% (30/40) para conjuntiva esquerda; 45% 

(18/40) para pele de orelha; 50% (20/40) para medula óssea e 27,5% (11/40) para 

sangue periférico. As Figuras 16 e 17 mostram as membranas de hibridização 

representativas para cada tipo de amostra clínica dos cães sem sinais clínicos para LVC.  
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Figura 16:   Resultados da hibridização, com sondas de L. infantum, dos produtos de PCR obtidos de 

swab conjuntival de cães sem sinais clínicos para LV (Grupo 1). (A): Conjuntiva direita; 

(B): Conjuntiva esquerda. C+: controle positivo de cão comprovadamente infectado por 

L. infantum; C-: controle negativo de cão saudável não infectado; Li: controle positivo 

para L. infantum (cepa MHOM/BR/1973/BH46); N: controle negativo sem DNA; Lb: 

controle positivo para L. braziliensis (cepa MHOM/BR/1975/M2903); 1-40: amostras de 

cães naturalmente infectados por L. infantum. 

 

(A) 

(B) 
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Figura 17:   Resultados da hibridização, com sondas de L. infantum, dos produtos de PCR obtidos de 

amostras clínicas de coleta invasiva de cães sem sinais clínicos para LV (Grupo 1). (A): 

Pele de orelha; (B): Medula óssea; (C): Sangue periférico. C+: controle positivo de cão 

comprovadamente infectado por L. infantum; C-: controle negativo de cão saudável não 

infectado; Li: controle positivo para L. infantum (cepa MHOM/BR/1973/BH46); N: 

controle negativo sem DNA; Lb: controle positivo para L. braziliensis (cepa 

MHOM/BR/1975/M2903); 1-40: amostras de cães naturalmente infectados por L. 

infantum. 

(A) 

(B) 

(C) 
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As freqüências de positividade calculadas para os cães sem sinais clínicos para 

LV são mostradas na Tabela 2. Foi verificado que as positividades obtidas tanto da 

conjuntiva direita quanto da esquerda foram significativamente maiores do que aquelas 

obtidas das amostras clínicas de coleta invasiva (p < 0,05) (Tabela 2). 

Também foi demonstrado que os resultados positivos obtidos da pele de orelha 

não foram estatisticamente diferentes dos resultados de medula óssea e de sangue 

periférico (p > 0,05). Por outro lado, o índice de positividade para medula óssea foi 

significativamente diferente daquele obtido para o sangue periférico (p = 0,039) (Figura 

18). 

 

 

 

 

Tabela 2 
Comparação entre amostras clínicas de coleta invasiva e não invasiva segundo as 

frequências de positividade obtidas por PCR seguida de hibridização em cães sem sinais 

clínicos para LVC naturalmente infectados por L. infantum (Grupo 1). 

                                      Positividade/amostra 

Positividade/amostra 
Conjuntiva direita 

31/40 (77,5%) 

Conjuntiva esquerda 

30/40 (75%) 

   

Pele de orelha 

18/40 (45%) 
p = 0,003 p = 0,006 

Medula óssea 

20/40 (50%) 
p = 0,011 p = 0,021 

Sangue periférico 

11/40 (27,5%) 
p < 0,001 p < 0,001 

Os valores de p foram calculados utilizando-se o teste de qui-quadrado. 
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Figura 18: Positividades de PCR-hibridização obtidas de amostras clínicas de coleta invasiva em 40 

cães sem sinais clínicos para LVC naturalmente infectados por L. infantum (Grupo 1). (A): 

Sangue periférico e Pele de orelha; (B): Pele de orelha e Medula óssea; (C): Sangue 

periférico e Medula óssea. O valor de p foi calculado utilizando-se o teste de qui-quadrado. 
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5.2.4) PCR-hibridização – grupo 2 

 

 Os resultados positivos de PCR-hibridização utilizando-se sonda de L. infantum 

para os cães do grupo 2 foram: 95% (38/40) para conjuntiva direita, 87,5% (35/40) para 

a esquerda, 75% (30/40) para pele de orelha, 77,5% (31/40) para medula óssea e 22,5% 

(9/40) para sangue periférico (Figuras 19 e 20). 

 

 

Figura 19:   Resultados da hibridização, com sondas de L. infantum, dos produtos de PCR obtidos de 

swab conjuntival de cães com sinais clínicos para LV (Grupo 2). (A): Conjuntiva direita; 

(B): Conjuntiva esquerda.  Li: controle positivo para L. infantum (cepa 

MHOM/BR/1973/BH46); C+: controle positivo de cão comprovadamente infectado por 

L. infantum; C-: controle negativo de cão saudável não infectado; Lb: controle positivo 

para L. braziliensis (cepa MHOM/BR/1975/M2903); N: controle negativo sem DNA; 1-

40: amostras de cães naturalmente infectados por L. infantum. 

 Li                   C+                 C-      Lb                  N 

  1  2         3         4         5        6        7     8   9        10 

 11 12       13       14      15       16       17    18   19       20 

 21       22        23       24      25        26       27   28   29       30 

 31 32       33       34       35       36       37    38   39       40 

(A) 

  Li                  C+                 C-     Lb     N 

   1  2         3         4         5         6        7     8    9        10 

  11 12       13       14       15        16       17     18   19       20 

  21 22       23       24       25        26      27    28   29       30 

  31  32       33       34      35        36       37     38   39       40 

(B) 
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Figura 20:   Resultados da hibridização, com sondas de L. infantum, dos produtos de PCR obtidos de 

amostras clínicas de coleta invasiva de cães com sinais clínicos para LV (Grupo 2). (A): 

Pele de orelha; (B): Medula óssea; (C): Sangue periférico. Li: controle positivo para L. 

infantum (cepa MHOM/BR/1973/BH46); C+: controle positivo de cão comprovadamente 

infectado por L. infantum; C-: controle negativo de cão saudável não infectado; Lb: 

controle positivo para L. braziliensis (cepa MHOM/BR/1975/M2903); N: controle 

negativo sem DNA; 1-40: amostras de cães naturalmente infectados por L. infantum. 

   Li                 C+               C-    Lb             N 

  1 2        3        4        5     6    7        8         9       10 

 11      12       13      14      15    16   17      18       19      20 

 21      22       23      24       25      26       27      28      29       30 

 31      32       33      34       35      36       37      38      39        40 

(A) 
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  1  2        3         4        5       6      7    8  9       10 

 11       12       13       14      15      16     17   18      19       20 

 21       22       23      24       25       26       27  28      29       30 

 31       32       33      34       35       36       37  38      39        40 

(B) 

   Li       C+      C-      Lb     N 

  1  2        3        4        5       6       7    8  9        10 

 11       12       13      14      15     16      17   18      19        20 

 21 22       23      24      25       26        27  28       29       30 

 31 32       33      34      35       36        37       38       39       40 
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Os resultados para os cães com sinais clínicos para a LVC estão sumarizados na 

Tabela 3. A partir da comparação entre amostras clínicas de coletas invasivas e não 

invasivas, concluiu-se que a positividade calculada para conjuntiva direita foi 

significativamente maior do que aquelas obtidas para as demais amostras (p < 0,05). 

Quanto à conjuntiva esquerda, não houve diferença estatística entre sua frequência de 

resultados positivos e aquelas obtidas para pele de orelha e medula óssea (p > 0,05). 

Porém, houve diferença estatística significativa entre as positividades para conjuntiva 

esquerda e sangue periférico (p < 0,001), (Tabela 3). 

 

 

Tabela 3 
Comparação entre amostras clínicas de coleta invasiva e não invasiva segundo as 

frequências de positividade obtidas por PCR seguida de hibridização em cães com sinais 

clínicos para LVC naturalmente infectados por L. infantum (Grupo 2). 

                                      Positividade/amostra 

Positividade/amostra 
Conjuntiva direita 

38/40 (95.0%) 

Conjuntiva esquerda 

35/40 (87.5%) 

   

Pele de orelha 

30/40 (75.0%) 
p = 0,012 p > 0,05 

Medula óssea 

31/40 (77.5%) 
p = 0,023 p > 0,05 

Sangue periférico 

9/40 (22.5%) 
p < 0,001 p < 0,001 

Os valores de p foram calculados utilizando-se o teste de qui-quadrado. 

 

 

Neste grupo, o índice de positividade para sangue foi significativamente menor 

do que as positividades para pele de orelha e medula óssea (p < 0,001), mas os 

resultados positivos para estas duas últimas amostras clínicas não foram estatisticamente 

diferentes entre si (p > 0,05) (Figura 21). 
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Figura 21:   Positividades de PCR-hibridização obtidas de amostras clínicas de coleta invasiva em 40 

cães com sinais clínicos para LVC naturalmente infectados por L. infantum (Grupo 2). 

(A): Sangue periférico e Pele de orelha; (B): Pele de orelha e Medula óssea; (C): Sangue 

periférico e Medula óssea. Os valores de p foram calculados utilizando-se o teste de qui-

quadrado. 
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5.2.5) PCR-hibridização – comparação entre cães com e sem manifestações clínicas 

para Leishmaniose Visceral 

 

Para as comparações entre os grupos, os dados das conjuntivas direita e esquerda 

foram combinados e os cães foram considerados positivos para, pelo menos, uma delas. 

Com isso, as positividades obtidas para esta amostra clínica foram 95% e 87,5% para os 

cães com e sem sinais clínicos para LVC respectivamente. Estes resultados não foram 

estatisticamente diferentes entres si (p > 0,05) (Figura 22). 

Todas as amostras clínicas de coleta invasiva também foram comparadas entre 

os grupos de cães. Foi verificado que a positividade obtida para pele de orelha nos cães 

com expressão clínica foi significativamente superior àquela obtida da mesma amostra 

clínica em cães sem sinais clínicos para LVC (p = 0,006). A mesma relação foi 

detectada quando os resultados positivos de medula óssea foram comparados entre os 

grupos (p = 0,011). Ao contrário, as frequências de positividade calculadas para sangue 

periférico em ambos os grupos foram estatisticamente equivalentes (p > 0,05) (Figura 

22). 

 

5.2.6) Identificação das espécies de Leishmania 

 

Os resultados positivos obtidos dos ensaios de hibridização foram todos 

identificados como L. infantum. Os ensaios de hibridização com sondas de L. 

braziliensis foram negativos para todas as amostras caninas utilizadas. Os resultados 

relativos às amostras de pele de orelha foram apresentados na Figura 23. 
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Figura 22:  Comparação das positividades obtidas da PCR-hibridização para amostras clínicas do 

mesmo tipo em cães sem e com sinais clínicos para LVC (Grupos 1 e 2 respectivamente) 

naturalmente infectados por L. infantum. 
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Figura 23: Resultados representativos de hibridização dos produtos de PCR com sonda de L. 

braziliensis. (A): hibridização com produtos de PCR obtidos de pele de orelha de cães 

sem sinais clínicos para LVC naturalmente infectados por L. infantum (Grupo 1); (B): 

hibridização com produtos de PCR obtidos de pele de orelha de cães com sinais clínicos 

para LVC naturalmente infectados por L.infantum (Grupo 2); C+: controle positivo de 

cão comprovadamente infectado por L. infantum; C-: controle negativo de cão saudável 

não infectado; Li: controle positivo para L. infantum (cepa MHOM/BR/1973/BH46); N: 

controle negativo sem DNA; Lb: controle positivo para L. braziliensis (cepa 

MHOM/BR/1975/M2903); 1-40: amostras de cães naturalmente infectados por L. 

infantum. 
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5.2.7)Medidas de sensibilidade e especificidade para PCR-hibridização 

 

 Os índices de sensibilidade e especificidade foram calculados para a técnica de 

PCR-hibridização com a finalidade de averiguar a acurácia deste teste diagnóstico, de 

forma preliminar, para cada amostra clínica avaliada. O teste parasitológico por 

mieloculturas foi considerado o padrão ouro de referência para a determinação das 

medidas de sensibilidade e especificidade. No grupo de cães sem expressão clínica, a 

maior sensibilidade foi obtida para o swab conjuntival (85%), ao passo que a 

especificidade nesta amostra clínica foi de 88%. As amostras de coleta invasiva 

apresentaram baixa sensibilidade, não ultrapassando o índice de 54%. No entanto, foram 

verificadas altas especificidades: 93% para medula óssea e 100% para pele de orelha e 

sangue periférico (Tabela 4). 

 Nos cães do grupo 2, a maior sensibilidade e a menor especificidade foram 

obtidas com o swab conjuntival: 97% e 61% respectivamente. Ao contrário, a menor 

sensibilidade e maior especificidade foram detectadas para o sangue periférico: 25% e 

94% respectivamente. Os valores calculados para medula óssea e pele de orelha foram 

intermediários (Tabela 5). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabela 4 
Medidas de sensibilidade e especificidade da PCR-hibridização para diferentes 

amostras clínicas em 40 cães sem sinais clínicos naturalmente infectados por L. 

infantum (Grupo 1*). 

Amostras 

Clínicas 

Sensibilidade**  

(IC 95%) 

Especificidade** 

(IC 95%) 

   

Swab conjuntival
Δ
 

85% 

(69,9 – 93,6) 

88% 

(64 – 96,5) 

   

Medula óssea 
54% 

(38,2 – 69,5) 

93% 

(70,2 – 98,8) 

   

Pele de orelha 
51% 

(35,6 - 67) 

100% 

(79,6 - 100) 

   

Sangue periférico 
31% 

(18,6 - 48) 

100% 

(79,6 - 100) 

   

*10 cães do grupo controle foram utilizados na realização dos cálculos. 

**Para a obtenção das medidas, o teste parasitológico por mielocultura foi 

adotado como padrão ouro. 
Δ
 Apenas a conjuntiva direita foi considerada para os cálculos. 

IC = Intervalo de confiança. 
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5.2.8) PCR em tempo real – parte 1 

 

 A quantificação da carga parasitária foi realizada para todas as amostras clínicas, 

exceto o sangue periférico, dos cães de ambos os grupos. No grupo de cães sem 

expressão clínica da LVC, as cargas parasitárias estimadas no swab conjuntival e 

medula óssea foram estatisticamente equivalentes (p > 0,05). Por outro lado, a carga 

parasitária obtida para pele de orelha foi superior àquelas aferidas para as demais 

amostras (p < 0,0001). Estes resultados são sumarizados na Figura 24A. 

 Quanto ao grupo de cães com sinais clínicos, as mesmas relações estatísticas 

foram obtidas entre as amostras clínicas. Não houve diferença significativa entre as 

cargas parasitárias estimadas para o swab conjuntival e medula óssea (p > 0,05), ao 

passo que a carga aferida para pele de orelha foi maior em relação às demais (p < 

0,0001), (Figura 24B). 

 Posteriormente, as cargas parasitárias estimadas foram comparadas aos pares 

entre os grupos de cães naturalmente infectados. Neste caso, a mesma amostra clínica 

Tabela 5 
Medidas de sensibilidade e especificidade da PCR-hibridização para diferentes 

amostras clínicas em 40 cães com sinais clínicos e naturalmente infectados por L. 
infantum (Grupo 2*). 

Amostras 

Clínicas 

Sensibilidade**  

(IC 95%) 

Especificidade** 

(IC 95%) 

   

Swab conjuntival
Δ
 

97% 

(84,3 – 99,4) 

61% 

(38,6 – 79,7) 

   

Medula óssea 
84% 

(68,2 – 93,1) 

78% 

(54,8 - 91) 

   

Pele de orelha 
78% 

(61,2 - 89) 

72% 

(49,1 – 87,5) 

   

Sangue periférico 
25% 

(13,42) 

94% 

(74,2 - 99) 

   

*10 cães do grupo controle foram utilizados na realização dos cálculos. 

**Para a obtenção das medidas, o teste parasitológico por mielocultura foi 
adotado como padrão ouro. 
Δ
 Apenas a conjuntiva direita foi considerada para os cálculos. 

IC = Intervalo de confiança. 
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foi confrontada entre os grupos. A carga parasitária obtida para o swab conjuntival em 

cães com expressão clínica da LVC foi superior em relação àquela dos cães sem sinais 

clínicos (p = 0,028). Esta mesma relação entre os grupos foi detectada para medula 

óssea (p = 0,002). Entretanto, as cargas parasitárias estimadas para pele de orelha foram 

estatisticamente equivalentes entre os grupos de cães naturalmente infectados (p > 

0,05), (Figura 25) 

. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 24:  Cargas parasitárias estimadas em diferentes amostras clínicas de cães sem sinais clínicos 

(A) e com sinais clínicos da LVC (B) naturalmente infectados por L. infantum. *O grupo 

difere dos demais segundo o teste de Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn (p < 

0,0001). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 25: Cargas parasitárias obtidas de swab conjuntival, medula óssea e pele de orelha de cães 

naturalmente infectados por L infantum. Representação em branco: grupo de cães sem 

sinais clínicos; Representação em cinza: grupo de cães com sinais clínicos. Os valores de p 

foram calculados utilizando-se o teste de Mann-Whitney. 
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5.2.9) Correlação: Títulos de IgG total x carga parasitária 

 

A correlação entre os títulos de anticorpos IgG total e a carga parasitária foi 

investigada para verificar a possível existência de associação entre estas variáveis. Para 

isso, o swab conjuntival, medula óssea e pele de orelha dos cães com e sem expressão 

clínica foram utilizados. Foram detectadas correlações positivas e significativas apenas 

para as amostras de medula óssea e pele de orelha de cães sem sinais clínicos (p = 0,019 

e p < 0,0001 respectivamente). O conjunto destes resultados está representado na Figura 

26. 

 

5.3) Resultados da parte 2: avaliação do swab nasal para o diagnóstico molecular 

da Leishmaniose Visceral Canina 

 

 Esta parte envolveu um total de 62 cães naturalmente infectados em que apenas 

4 animais foram considerados sem sinais clínicos. Portanto, por razões estatísticas, 

todos os cães infectados foram analisados em um único grupo. Nesta etapa, o swab 

nasal foi analisado juntamente com as amostras clínicas avaliadas na parte 1 deste 

estudo, exceto o sangue periférico. 

 

5.3.1) Bioquímica sérica – parte 2 

 

 Os níveis séricos de creatinina e uréia obtidos dos cães naturalmente infectados 

foram considerados estatisticamente equivalentes aos do grupo controle (p > 0,05). Por 

outro lado, os níveis de albumina foram inferiores (p = 0,0005) e os valores obtidos para 

globulina sérica foram superiores (p = 0,0002) às respectivas medidas referentes aos 

cães saudáveis. Devido a isso, a razão albumina/globulina dos cães infectados foi 

estatisticamente menor em relação ao grupo controle (p < 0,0001), (Figura 27). 
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Figura 26:  Correlação entre títulos de IgG total e carga parasitária presente em diferentes amostras 

clínicas de cães com e sem sinais clínicos para LVC e naturalmente infectados por L. 

infantum. Os gráficos (A), (B) e (C) correspondem, respectivamente, às amostras de swab 

conjuntival, medula óssea e pele de orelha referentes aos cães sem expressão clínica 

(Grupo 1). As letras (D), (E) e (F) correspondem, respectivamente, às amostras de swab 

conjuntival, medula óssea e pele de orelha referentes aos cães com expressão clínica 

(Grupo 2). 
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Figura 27: Parâmetros bioquímicos obtidos de 62 cães naturalmente infectados por L. infantum (Parte 

2). (A): creatinina, (B): uréia, (C): albumina, (D): globulina, (E): relação 

albumina/globulina (A/G). Grupo controle: cães saudáveis não infectados. Os valores de p 

foram calculados utilizando-se o teste t não pareado. 
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5.3.2) Sorologia – Parte 2 

 

 Com base nos testes sorológicos realizados no laboratório de Sorologia e 

Biologia de Leishmania do ICB/UFMG, 2 animais desta etapa do trabalho apresentaram 

resultado negativo apenas para ELISA e 1 cão foi negativo apenas para RIFI. Apenas 1 

animal teve resultado negativo simultaneamente para estes dois testes sorológicos. 

Todos esses cães, com algum resultado negativo na sorologia, apresentaram 

positividade na mielocultura e foram, portanto, incluídos no estudo. As medidas de 

absorbância obtidas no teste ELISA são mostradas na Figura 28.  Os títulos obtidos na 

RIFI variaram de 1:160 até 1:20.480. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 28: Medidas de absorbância obtidas do imunoensaio de ELISA para cães naturalmente 

infectados por L. infantum (parte 2). O ponto de corte (= 0,100) está representado pela 

linha pontilhada. Os grupos diferem entre si segundo o teste de Mann – Whitney. 

 

5.3.3) PCR complexo Leishmania donovani específica – parte 2 

 

 Nesta etapa do trabalho, para o diagnóstico molecular qualitativo da LVC, foi 

realizada uma técnica de PCR complexo L. donovani específica (cPCR) utilizando-se os 

iniciadores LVI-LV2 que geram um produto amplificado de 100 pb (Piarroux et al, 

1993). As positividades obtidas neste teste e as respectivas amostras clínicas analisadas 

foram: 76% (47/62) para swab conjuntival; 87% (54/62) para swab nasal; 81% (50/62) 
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para pele de orelha; 90% (56/62) para medula óssea (Tabela 6). As Figuras 29, 30, 31 e 

32 ilustram géis de eletroforese representativos com os produtos de PCR obtidos de 

cada amostra clínica utilizada nesta etapa. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 29: Gel de poliacrilamida representativo com produtos de PCR referentes ao swab conjuntival 

de cães naturalmente infectados por L. infantum (Parte 2). M: marcador de peso molecular 

– 100 pb; CN: cão saudável negativo; P: controle positivo para L. infantum (cepa 

MHOM/BR/1973/BH46); N: controle negativo sem DNA; 14 - 26: amostras de cães 

naturalmente infectados por L. infantum. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 30: Gel de poliacrilamida representativo com produtos de PCR referentes ao swab nasal de cães 

naturalmente infectados por L. infantum (Parte 2). M: marcador de peso molecular – 100 

pb; N: controle negativo sem DNA; P: controle positivo para L. infantum (cepa 

MHOM/BR/1973/BH46); CN: cão saudável negativo; e1 – E7: amostras de cães 

naturalmente infectados por L. infantum. 
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Figura 31:  Gel de poliacrilamida representativo com produtos de PCR referentes a medula óssea de 

cães naturalmente infectados por L. infantum (Parte 2). M: marcador de peso molecular – 

100 pb; P: controle positivo para L. infantum (cepa MHOM/BR/1973/BH46); N: controle 

negativo sem DNA; CN: cão saudável negativo; 27 – 34: amostras de cães naturalmente 

infectados por L. infantum. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 32: Gel de poliacrilamida representativo com produtos de PCR referentes a pele de orelha de 

cães naturalmente infectados por L. infantum (Parte 2). M: marcador de peso molecular – 

100 pb; P: controle positivo para L. infantum (cepa MHOM/BR/1973/BH46); N: controle 

negativo sem DNA; CN: cão saudável negativo; 1 – 13: amostras de cães naturalmente 

infectados por L. infantum. 
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Os resultados referentes às amostras clínicas de coleta não invasiva foram 

comparados, dois a dois, com aqueles correspondentes aos de pele de orelha e medula 

óssea. Houve diferença estatística significativa apenas entre as positividades do swab 

conjuntival e de medula óssea (p = 0,031). Nas demais comparações, houve 

equivalência estatística entre os resultados (p > 0,05) (Tabela 6). 

 Não foi detectada diferença estatística entre as frequências de positividade entre 

os swabs conjuntival e nasal (p > 0,05). A mesma inferência foi obtida na comparação 

entre os dados de medula óssea e pele de orelha (p > 0,05), (Figura 33). 

 

Tabela 6 
Comparação entre amostras clínicas de coleta invasiva e não invasiva segundo as 

frequências de positividade obtidas por PCR convencional complexo L. donovani 

específica em cães naturalmente infectados por L. infantum (Parte 2). 

                                      Positividade/amostra 

Positividade/amostra 
Swab conjuntival* 

47/62 (76%) 

Swab nasal** 

54/62 (87%) 

   

Pele de orelha 

50/62 (81%) 
p > 0,05 p > 0,05 

Medula óssea 

56/62 (90%) 
p = 0,031 p > 0,05 

   

*Apenas a conjuntiva esquerda foi considerada; 

**Apenas a narina esquerda foi considerada. 

Os valores de p foram calculados utilizando-se o teste qui-quadrado. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 33:  Positividades para PCR convencional complexo L. donovani específica obtidas de amostras 

clínicas de coleta invasiva e não invasiva em 62 cães naturalmente infectados por L. 

infantum (Parte 2). (A): Swab conjuntival e Swab nasal; (B): Medula óssea e Pele de 

orelha. 
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5.3.4) Medidas de sensibilidade e especificidade para PCR complexo Leishmania 

donovani específica  – parte 2 

 
Os valores de sensibilidade e especificidade foram calculados para a cPCR 

levando-se em conta cada amostra clínica estudada. O teste parasitológico por 

mielocultura foi considerado o padrão ouro de referência para a determinação destas 

medidas. Os resultados de sensibilidade e especificidade, respectivamente, foram: 75% 

e 54,2% para swab conjuntival, 87,5% e 50% para swab nasal, 93,8% e 54,2% para 

medula óssea, 79,2% e 50% para pele de orelha (Tabela 7). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabela 7: 
Medidas de sensibilidade e especificidade da PCR complexo L. donovani 

específica para diferentes amostras clínicas em 62 cães naturalmente infectados 
por L. infantum*. 

Amostras 

clínicas 

Sensibilidade**  

(IC 95%) 

Especificidade** 

(IC 95%) 

   

Swab conjuntival
Δ
 

75% 

(61,2 - 85,1) 

54,2% 

(35,1 - 72,1) 

   

Swab nasal
ΔΔ

 
87,5% 

(75,3 - 94,1) 

50% 

(31,4 - 68,6) 

   

Medula óssea 
93,8% 

(83,2 - 97,8) 

54,2% 

(35,1 - 72,1) 

   

Pele de orelha 
79,2% 

(65,7 - 88,3) 

50% 

(31,4 - 68,6) 

   
*10 cães do grupo controle foram utilizados na realização dos cálculos. 
**Para a obtenção das medidas, o teste parasitológico por mielocultura foi 

adotado como padrão ouro. 
Δ
 Apenas a conjuntiva esquerda foi considerada para os cálculos. 

ΔΔ
 Apenas a narina esquerda foi considerada para os cálculos. 

IC = Intervalo de confiança. 
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5.3.5) PCR em tempo real – parte 2 

 

 As cargas parasitárias foram estimadas para cada amostra clínica e comparadas 

dentro do contexto experimental desta etapa do trabalho. Neste caso, a carga parasitária 

presente no swab nasal foi estatisticamente equivalente àquela estimada no swab 

conjuntival (p > 0,05). As cargas obtidas de medula óssea e pele de orelha foram 

equivalentes entre si (p > 0,05) e mais altas em relação às outras amostras clínicas (p < 

0,05), (Figura 34). 
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Figura 34:  Cargas parasitárias obtidas de swab conjuntival, swab nasal, medula óssea e pele de orelha 

de cães naturalmente infectados por L. infantum (Parte 2). Grupos marcados com letras 

minúsculas distintas diferem entre si segundo o teste de Mann-Whitney. 
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5.4) Resultados da parte 3: avaliação dos swabs oral e da pele de orelha para o 

diagnóstico molecular da Leishmaniose Visceral Canina 

 

Dos 62 cães naturalmente infectados descritos anteriormente, apenas 28 tiveram 

o swab oral e o swab de pele de orelha coletados, além das outras amostras clínicas 

analisadas na parte 2 deste estudo. Portanto, os dados de biologia molecular referentes a 

estes 28 animais foram analisados à parte tendo os swabs oral e da pele de orelha como 

referências de comparação. Os dados de bioquímica sérica e sorologia destes cães já 

foram contemplados nos itens 6.3.1 e 6.3.2. 

 

5.4.1) PCR complexo Leishmania donovani específica – parte 3 

 

Neste contexto experimental, as positividades da cPCR para os swabs oral e de 

pele de orelha foram 79% (22/28) e 43% (12/28) respectivamente. As positividades para 

as demais amostras clínicas foram recalculadas com base no tamanho amostral de 28 

animais para permitir a comparação com os resultados obtidos dos swabs oral e da pele 

de orelha. Dessa forma, as frequências de resultados positivos foram: 54% (15/28) para 

swab conjuntival, 75% (21/28) para swab nasal, 79% (22/28) para medula óssea e 68% 

(19/28) para pele de orelha (Figura 35, Tabela 8). Géis de eletroforese representativos 

com os produtos de PCR obtidos dos swabs oral e de orelha são mostrados nas Figuras 

36 e 37 respectivamente. 

As positividades destas amostras de coleta não invasiva foram comparadas, duas 

a duas, com aquelas referentes à medula óssea e pele de orelha. Em todas as 

comparações, houve equivalência estatística (p > 0,05), exceto na comparação entre 

swab da pele de orelha e medula óssea em que foi observada uma diferença significativa 

entre os resultados (p = 0,013), (Tabela 8). 

Os resultados referentes às amostras coletadas com swab também foram 

comparadas dois a dois. As positividades para os swabs oral e nasal foram 

significativamente maiores do que aquela obtida para swab de pele de orelha (p = 0,013 

e p = 0,029 respectivamente). Para as demais comparações, não foi observada 

significância estatística (p > 0,05), (Figura 35). 

 



RESULTADOS 

 

80 

 

 

 

79%

43%

0%

10%

20%

30%

40%

50%

60%

70%

80%

90%

100%

Swab oral Swab de orelha

P
o

s
it

iv
id

a
d

e
 (
%

)

79%

54%

0%

10%

20%

30%

40%

50%

60%

70%

80%

90%

100%

Swab oral Swab conjuntival

P
o

s
it

iv
id

a
d

e
 (

%
)

79%
75%

0%

10%

20%

30%

40%

50%

60%

70%

80%

90%

100%

Swab oral Swab nasal

P
o

s
it

iv
id

a
d

e
 (

%
)

43%

54%

0%

10%

20%

30%

40%

50%

60%

70%

80%

90%

100%

Swab de orelha Swab conjuntival

P
o

s
it

iv
id

a
d

e
 (

%
)

43%

75%

0%

10%

20%

30%

40%

50%

60%

70%

80%

90%

100%

Swab de orelha Swab nasal

P
o

s
it

iv
id

a
d

e
 (

%
)

p = 0,013 

p = 0,029 

(A) (B)

(C) (D)

(E)  

 

Figura 35:  Positividades da PCR complexo L. donovani específica obtidas de amostras clínicas 

coletadas com swab em 28 cães naturalmente infectados por L. infantum (Parte 3). (A): 

Swab oral e Swab da pele de orelha; (B): Swab oral e Swab conjuntival; (C): Swab oral e 

Swab nasal; (D): Swab da pele de orelha e Swab conjuntival; (E): Swab da pele de orelha 

e Swab nasal. Os valores de p foram calculados utilizando-se o teste exato de Fisher. 
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Tabela 8 
Comparação entre amostras clínicas de coleta invasiva e não invasiva segundo as 

frequências de positividade obtidas por PCR convencional complexo L. donovani 

específica em cães naturalmente infectados por L. infantum (Parte 3). 

                                      Positividade/amostra 

Positividade/amostra 
Swab oral 

(22/28) 79%  

Swab de orelha 

(12/28) 43% 

Pele de orelha 

(19/28) 68% 
p > 0,05 p > 0,05 

Medula óssea 

(22/28) 79% 
p > 0,05 p = 0,013 

Os valores de p foram calculados utilizando-se o teste exato de Fisher. 
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Figura 36:  Gel de poliacrilamida representativo com produtos de PCR referentes ao swab oral de cães 

naturalmente infectados por L. infantum (Parte 3). M: marcador de peso molecular – 100 

pb; P: controle positivo para L. infantum (cepa MHOM/BR/1973/BH46); CN: cão 

saudável negativo; N: controle negativo sem DNA; 15 – 26: amostras de cães 

naturalmente infectados por L. infantum. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 37:  Gel de poliacrilamida representativo com produtos de PCR referentes ao swab da pele de 

orelha de cães naturalmente infectados por L. infantum (Parte 3). M: marcador de peso 

molecular – 100 pb; P: controle positivo para L. infantum (cepa MHOM/BR/1973/BH46); 

N: controle negativo sem DNA; 3 – 14: amostras de cães naturalmente infectados por L. 

infantum. 
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5.4.2)Medidas de sensibilidade e especificidade para PCR complexo Leishmania 

donovani específica – parte 3 

 

 Os índices de sensibilidade e especificidade da PCR convencional para os swabs 

oral e de pele de orelha foram obtidos. Os dados estão representados na Tabela 9. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5.4.3) PCR em tempo real – parte 3 

 

 No contexto experimental da parte 3 deste trabalho, as cargas parasitárias em 

cada amostra clínica foram estimadas e os resultados referentes aos swabs oral e da pele 

de orelha foram considerados os parâmetros de comparação. Neste caso, a carga 

parasitária no swab oral foi equivalente àquela estimada nos swabs conjuntival e nasal 

(p > 0,05) e significativamente inferior às cargas referentes à medula óssea e pele de 

orelha (p < 0,05). Não foi possível aferir carga parasitária para o swab da pele de orelha, 

pois as amplificações obtidas com a qPCR foram negativas ou inespecíficas. Os 

resultados das cargas parasitárias estão representados na Figura 38. 

 

 

 

 

 

Tabela 9 
Medidas de sensibilidade e especificidade da PCR complexo L. donovani 

específica para diferentes amostras clínicas em 28 cães naturalmente infectados 

por L. infantum*. 

Amostras 

Clínicas 

Sensibilidade**  

(IC 95%) 

Especificidade** 

(IC 95%) 

   

Swab oral 
80% 

(60,9 - 91,1) 

84,6% 

(57,8 - 95,7) 

   

Swab da pele de 

orelha 

48% 

(30 - 66,5) 

100% 

(77,2 - 100) 

   

*10 cães do grupo controle foram utilizados na realização dos cálculos. 

**Para a obtenção das medidas, o teste parasitológico por mielocultura foi 

adotado como padrão ouro. 

IC = Intervalo de confiança. 
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 Figura 38: Cargas parasitárias obtidas de swab conjuntival, swab nasal, swab oral, medula óssea e 

pele de orelha de cães naturalmente infectados por L. infantum (Parte 3). Grupos 

marcados com letras minúsculas distintas diferem entre si segundo o teste de Mann-

Whitney. 
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 6) DISCUSSÃO  

 

O diagnóstico da LVC apresenta dois propósitos principais. O primeiro é 

confirmar a doença em cães que apresentam sinais clínicos e/ou anormalidades clínico-

patológicas compatíveis à LVC. O segundo é investigar a presença de infecção para 

estudos epidemiológicos e inquéritos caninos, triagem de animais saudáveis em regiões 

endêmicas, geralmente a pedido de seus donos, e prevenção da transmissão por 

transfusão sanguínea em clínicas que realizam este procedimento. Além disso, este 

segundo propósito do diagnóstico se presta a evitar a importação de cães infectados para 

regiões não endêmicas e a monitorar a resposta ao tratamento da LVC nos países onde a 

terapia canina é legalizada (Miró et al. 2008). 

 Com base nisso, a distinção entre infecção e doença clínica é crucial para a 

adoção de medidas mais adequadas e melhor direcionadas para o controle da LVC. Para 

isso, o diagnóstico deve ser eficaz. Porém, existem características epidemiológicas da 

LVC que impõem grandes desafios para o diagnóstico correto. Cães recentemente 

infectados podem apresentar resultados diagnósticos falsos negativos pelas técnicas 

disponíveis, simplesmente em razão de o parasitismo ou das consequências da infecção 

se encontrarem em níveis ainda não detectáveis (Oliva et al. 2006). 

Outro fato importante é a existência de um grande contingente de cães infectados 

sem sinais clínicos da LVC em regiões endêmicas para os quais os testes diagnósticos 

utilizados rotineiramente exibem reduzida sensibilidade. As estimativas do número de 

animais infectados sem expressão clínica são muito variáveis, indo de 25% e chegando 

até 80% de acordo com a região geográfica, com o método de diagnóstico adotado e 

amostras clínicas utilizadas (Berrahal et al. 1996, Papadopoulou et al. 2005, Queiroz et 

al. 2009). 

Em diferentes locais do mundo como no Brasil, Palestina, regiões da Europa e 

norte da África, a prevalência registrada da doença tem sido inferior a 10%, enquanto a 

prevalência real da infecção é certamente mais elevada (Nejjar et al. 1988, 

Papadopoulou et al. 2005, Nasereddin et al. 2006, Rondon et al. 2008). Ainda não está 

claro se estes cães sem expressão clínica da LVC se tornam livres da infecção, ou se 

irão, e quando irão expressar os sinais clínicos compatíveis à LVC (Oliva et al. 2006).  

Os testes sorológicos realizados em larga escala para triagem de cães apresentam 

limitações uma vez que podem gerar resultados falsos positivos devido à reatividade 

cruzada com outras espécies de Leishmania e com Trypanosoma cruzi nas regiões onde 
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há sobreposição destas espécies com L. infantum (Andrade et al. 2006, Troncarelli et al. 

2009). Por outro lado, podem ocorrer resultados falsos negativos em cães 

imunossuprimidos presentes em regiões endêmicas (Fisa et al. 2001).  

Embora os testes parasitológicos não moleculares apresentem alta 

especificidade, a sensibilidade é reduzida especialmente nos cães sem expressão clínica 

da LVC (Piarroux et al. 1994, Saridomichelakis et al. 2005). Estes testes também 

envolvem coletas invasivas de amostras clínicas e requerem a participação de 

profissionais especializados e experientes para as análises. Além disso, os meios de 

cultura são passíveis de contaminação e as análises, tanto em lâminas coradas como em 

culturas, podem resultar em falsos positivos devido a artefatos. Como estas avaliações 

são dependentes da carga parasitária, falsos negativos também podem ocorrer se a 

quantidade de parasitos for muito baixa ou se os aspirados de fluidos biológicos 

estiverem muito diluídos (Piarroux et al. 1994). 

O método de imunohistoquímica é uma alternativa que incrementa a 

sensibilidade do diagnóstico (Tafuri et al. 2004). No entanto, estas técnicas não são 

apropriadas para estudos epidemiológicos ou de larga escala, pois são mais laboriosas, 

demoradas e envolvem amostragens invasivas, além de alta especialização técnica 

(Gomes et al. 2008). 

Os métodos moleculares baseados em PCR têm sido considerados um 

importante recurso auxiliar para o diagnóstico da LVC devido às altas sensibilidade e 

especificidade apresentadas por tais técnicas (Gomes et al. 2007, Moreira et al. 2007). 

Embora a PCR exija infraestrutura mais elaborada e alto treinamento técnico, ela se 

tornou uma ferramenta de grande valia para o diagnóstico e estudos epidemiológicos da 

LVC. 

Torna-se claro que o diagnóstico preciso da LVC é complexo e requer, 

frequentemente, a utilização de diferentes técnicas para a obtenção de um resultado 

conclusivo. O fato de os cães infectados apresentarem amplo espectro clínico e 

anormalidades clínico-patológicas diversas e não específicas reforça a necessidade do 

uso combinado de métodos laboratoriais para o diagnóstico diferencial da LVC 

(Paltrinieri et al. 2010). 

No presente trabalho, utilizamos uma associação de testes sorológicos e 

parasitológicos para a inclusão dos cães, pois estas técnicas isoladas são mais limitadas. 

Neste sentido, procuramos adotar um critério mais rigoroso o qual envolveu a exigência 

prévia de dupla positividade dos testes de ELISA e RIFI adotados no CCZ-BH em 
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conformidade com o Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento do Brasil.  

Além disso, a inclusão dos cães se deu pela combinação de testes parasitológicos, 

baseados em microscopia óptica, mielocultura, e positividade simultânea dos testes 

sorológicos de ELISA e RIFI padronizados com o uso de antígenos de L. infantum nos 

laboratórios de Sorologia e Biologia de Leishmania (ICB/UFMG). 

 A avaliação de manifestações clínicas físicas e os parâmetros de bioquímica 

sérica, embora tenham valor limitado para o diagnóstico da LVC, são úteis para auxiliar 

o entendimento do estado clínico, prognóstico e evolução do tratamento de cães 

infectados, nas circunstâncias em que este último procedimento é legalizado (Costa-Val 

et al. 2007). No presente estudo, os níveis séricos de creatinina, uréia, albumina e 

globulina foram utilizados como complemento à avaliação clínica para descrição dos 

cães incluídos. 

Na primeira parte desta pesquisa, os cães foram separados segundo formas 

clínicas polares da LVC. Tornou-se claro que os cães com sinais clínicos apresentavam 

disfunção renal uma vez que seus níveis de creatinina foram superiores aos demais 

grupos, apesar de os níveis de uréia terem sido normais e compatíveis às medidas 

referentes aos outros grupos. Esta inferência é reforçada pelo fato dos cães com 

expressão clínica terem apresentado marcada redução de albumina. Esta diminuição é 

geralmente causada por lesões hepáticas, subnutrição e/ou nefropatias que podem estar 

associadas à LVC (Slappendel 1988, Noli 1999, Amusategui et al. 2003). Os níveis 

detectados de globulina sérica nos grupos 1 e 2 superaram aqueles do grupo controle, o 

que levou a uma redução da razão albumina/globulina nos cães infectados abaixo do 

nível considerado normal. Esta razão foi acentuadamente menor nos cães com expressão 

clínica em relação aos demais, o que enfatiza o estado doentio daquele grupo. A razão 

albumina/globulina nos cães considerados sem sinais clínicos foi considerada menor 

apenas em relação ao grupo controle. Diante disso, duas hipóteses são possíveis. A 

primeira é a de que a globulinemia destes cães tenha se elevado em razão da presença de 

outros fatores como infecções por Babesia, Erlichia canis ou alguma outra desordem 

que também cause disproteinemia canina (Shaw et al. 2001). A segunda hipótese é a de 

que a infecção por L. infantum seria a causa da alteração da globulinemia e que estes 

cães sem expressão clínica estivessem numa transição para o estado de doença.  

Dos animais que compuseram as partes 2 e 3 deste trabalho, apenas 6 foram 

considerados sem expressão clínica da doença e por isso não houve separação de grupos 

segundo à presença ou ausência de sinais clínicos compatíveis à LVC. De acordo com 
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as análises bioquímicas, os cães das etapas 2 e 3 deste estudo não apresentaram 

evidências de anomalias renais quanto aos níveis séricos de creatinina e uréia, mas 

houve marcada redução dos níveis de albumina. Também houve aumento significativo 

dos níveis séricos de globulinas. Estes resultados, juntamente com a ocorrência de sinais 

clínicos físicos comuns nos casos de LVC, caracterizam a expressão clínica da doença. 

 O principal objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial de amostras clínicas de 

coleta não invasiva para o diagnóstico da LVC por PCR. No total, foram analisados 

quatro tipos de amostras coletadas com swab devido à sua rapidez e praticidade para 

obtenção de material biológico. A LVC é uma doença sistêmica e a infecção pode se 

estabelecer em uma ampla variedade de órgãos e tecidos do hospedeiro (Ciaramella et 

al. 1997, Rallis et al. 2005, Adamama-Moraitou et al. 2007). Neste estudo, analisamos 

os swabs conjuntival, nasal e oral em função do interesse em se avaliar a detecção de 

DNA do parasito em mucosas, tecidos estes acometidos por processos patológicos 

devido à infecção por L. infantum (Koutinas et al. 1999, Blavier et al. 2001, Peña et al. 

2008, Petanides et al. 2008). 

 Os swabs conjuntival e nasal foram coletados separadamente de ambos os olhos 

e narinas respectivamente, sendo cada qual uma amostra distinta. Porém, para a 

comparação das positividades destas amostras com as demais, foi utilizado o swab 

monolateral para evitar favorecimento desta amostra clínica. De modo geral, a PCR-

hibridização apresentou elevadas positividades, sensibilidades e especificidade com o 

uso do swab conjuntival, demonstrando alto potencial diagnóstico para esta amostra 

clínica. Indiferentemente para cães com ou sem sinais clínicos, as positividades obtidas 

com o swab conjuntival foram altas, superando ou igualando-se estatisticamente aos 

resultados derivados de amostras clínicas de coleta invasiva como medula óssea e 

biópsia de pele de orelha. Isto, associado à facilidade de amostragem, torna o swab 

conjuntival uma alternativa muito atraente para o diagnóstico molecular da LVC 

especialmente em relação aos cães sem expressão clínica para os quais há reduzida 

sensibilidade de técnicas diagnósticas tradicionais e/ou de uso rotineiro (Nasereddin et 

al. 2006, Ferroglio et al. 2007, Moreira et al. 2007). 

A especificidade obtida para PCR-hibridização com o swab conjuntival foi 

relativamente baixa apenas para os cães com expressão clínica. Neste caso, um número 

maior de cães negativos para mieloculutura foram positivos para a PCR-hibridização 

com swab conjuntival, o que reduziu a especificidade desta técnica. Este fato está mais 

associado a limitações da sensibilidade do teste parasitológico baseado em análise de 
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mieloculturas, o qual foi adotado como padrão ouro nas comparações. Diferentes 

estudos têm mostrado que técnicas parasitológicas não moleculares apresentam menor 

sensibilidade e, portanto, apresentam mais dificuldades para identificar a infecção 

canina por L. infantum (Strauss-Ayali et al. 2004, Chargui et al. 2007). No entanto, o 

método de mieloculturas foi adotado como padrão de referência por ser altamente 

específico e por apresentar sensibilidade superior aos testes parasitológicos baseados em 

análises citológicas e histopatológicas (Evans 1989, Rodríguez-Cortés et al. 2010). 

Nas etapas experimentais seguintes (partes 2 e 3), o swab conjuntival foi 

submetido à cPCR juntamente com as demais amostras clínicas coletadas. Para esta 

técnica de PCR, a sensibilidade obtida com o swab conjuntival foi menor, evidenciando 

que a utilização de diferentes métodos de PCR pode interferir nos resultados (Pilatti et 

al. 2009). O índice de positividade obtido da associação da cPCR com o swab 

conjuntival foi equivalente àqueles referentes a todas as amostras de coleta não invasiva 

e à biópsia de orelha, sendo superado apenas pelo resultado de medula óssea. 

Adicionalmente, verificamos que a combinação das conjuntivas permitiu um incremento 

na positividade e, desta forma, se igualou estatisticamente ao resultado de medula óssea 

(dados não mostrados). 

Comprovamos também um aumento na frequência do resultado positivo para o 

swab nasal ao se combinar as narinas. Este procedimento torna-se bastante 

recomendável para estudos de triagem diagnóstica em inquéritos caninos, pois, ao se 

associar as amostras, a probabilidade e a sensibilidade de detecção da infecção tornam-

se maiores. Este fato foi corroborado em outros estudos com swab conjuntival, o que 

reforça a importância da combinação das oculares para o diagnóstico (Strauss-Ayali et 

al. 2004, Ferreira et al. 2008).  

Diferentes estudos têm enfatizado o potencial do swab conjuntival para o 

diagnóstico molecular da LVC. Num estudo longitudinal em região endêmica, um 

método de nested PCR associado ao swab conjuntival foi avaliado e apontado como um 

possível marcador de exposição de cães a Leishmania (Gramiccia et al. 2010). Outros 

autores têm demonstrado, de forma preliminar, alta sensibilidade do swab conjuntival 

associado à PCR para o diagnóstico da LVC (Berrahal et al. 1996, Strauss-Ayali et al. 

2004). Solano-Gallego et al. (2001a) utilizaram biópsia de conjuntiva e a submeteram à 

PCR para detecção de DNA de L. infantum. Seus resultados para esta amostra clínica 

apresentaram frequências de positividade mais elevadas do que aquelas obtidas para 

medula óssea. Consideramos que a coleta de amostra com o swab conjuntival apresenta 
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vantagens importantes, pois é não invasiva e permite a retirada de material de uma área 

maior da mucosa por meio do esfregaço do swab contra o tecido. Lombardo et al. 

(2011) destacou o desempenho do swab conjuntival associado à PCR, o qual foi similar 

ao de linfonodo, segundo estudo realizado em uma região endêmica da Itália. Neste 

caso, os autores detectaram DNA de L. infantum em swab conjuntival de 36 cães em um 

total de 163 animais. Nosso grupo de pesquisa vem estudando sistematicamente esta 

amostra clínica de coleta não invasiva sob diferentes contextos comparativos, levando-

se em conta o status clínico de cães naturalmente infectados e comparando-a com 

diferentes amostras clínicas para o diagnóstico molecular da LVC em região endêmica 

brasileira (Ferreira et al. 2008, Pilatti et al. 2009, Leite et al. 2010). 

Admite-se que o parasito se dissemine para as mucosas do cão por via sanguínea 

ou linfática (Reithinger et al. 2002b). Além disso, é razoável admitir que o parasito 

possa alcançar a conjuntiva e o focinho diretamente pela picada de flebotomíneos que 

têm preferência em se alimentar em regiões do cão desprovidas de pêlos (Di Muccio et 

al. 2008). Este fenômeno deve ocorrer com grande frequência especialmente em regiões 

endêmicas onde a densidade vetorial pode ser alta. 

Na segunda etapa deste trabalho, observamos que o índice de positividade para o 

swab nasal foi elevado e estatisticamente equivalente ou superior aos resultados obtidos 

com as demais amostras clínicas. A sensibilidade calculada para o diagnóstico 

molecular com o swab nasal foi a segunda maior e próxima à primeira referente à 

medula óssea. Porém, sua especificidade foi baixa devido às mesmas razões discutidas 

para o uso do swab conjuntival em cães com expressão clínica. Embora o teste de 

mieloculturas seja muitas vezes eleito como método de referência nos estudos de 

acurácia diagnóstica, admite-se atualmente não existir um padrão ouro definitivo para o 

diagnóstico da LVC (Ferreira et al. 2007, Rodríguez-Cortés et al. 2010). O teste padrão 

a ser adotado pode variar de acordo com o foco investigativo do pesquisador e a escolha 

da técnica de referência deve ser orientada de acordo com o custo, operacionalidade, 

sensibilidade e especificidade envolvida (Rodríguez-Cortés et al. 2010). 

A mucosa nasal tem sido relatada como um dos tecidos acometidos por 

processos inflamatórios e histopatológicos decorrentes da infecção por L. infantum em 

cães. Dentre as manifestações patológicas nasais destacam-se os granulomas, que 

podem ser piogênicos, e as lesões linfoplasmocitóides (Peña et al. 2008, Petanides et al. 

2008). A detecção de DNA de L. infantum na mucosa nasal de boa parte dos cães 

analisados neste trabalho evidenciou a presença do parasito neste tecido. Isto é uma 
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evidência da efetiva colonização do parasito nesta região anatômica do cão. 

Particularmente em relação ao swab nasal, dados de espectrofotometria indicaram altas 

concentrações e pureza do DNA extraído (dados não mostrados). Este é um indicativo 

de que este tipo de amostragem permite a obtenção de um alto teor celular 

demonstrando ser essa amostra clínica uma rica fonte de material biológico para estudos 

moleculares. 

Na terceira etapa deste estudo, embora com um tamanho amostral menor, a 

cPCR associada ao swab oral também apresentou alta positividade, resultado este que 

foi equivalente ou superior aos índices demonstrados com as outras amostras clínicas. 

Além disso, suas sensibilidade e especificidade foram igualmente altas. Este panorama 

evidencia que as amostras clínicas de coleta não invasiva a partir de mucosas avaliadas 

no presente trabalho são fortes candidatas para estudos mais amplos de triagem canina 

envolvendo diagnóstico molecular da LVC por PCR.  

O swab oral foi avaliado pela primeira vez em uma região endêmica brasileira 

para o diagnóstico molecular da LVC. Esta amostra clínica foi objeto de estudo em uma 

região endêmica da Itália onde foram utilizados 163 cães (Lombardo et al. 2011). Estes 

autores observaram baixa positividade da PCR quantitativa associada ao swab oral uma 

vez que detectaram a infecção por L. infantum em apenas 8,7% da amostra total de 

animais e em 15% de cães considerados soropositivos. 

 Diferentes rotas para o acesso de Leishmania à mucosa oral são possíveis. Por 

exemplo, têm sido propostas algumas vias de entrada através de glândulas salivares, 

tecidos periodontais, gengivais, além de tecidos linfóides das tonsilas (Duncan et al. 

2007). 

 Embora o swab oral tenha sido analisado dentro de um espaço amostral reduzido 

neste trabalho, seus resultados para o diagnóstico molecular por cPCR foram 

consideráveis e bastante promissores. Neste contexto, 22 de 28 cães tiveram a infecção 

por L. infantum confirmada utilizando-se esta amostra clínica mesmo em animais com a 

mucosa oral sem lesões evidentes. Estes resultados em conjunto levantam a suspeita da 

transmissão direta do parasito entre cães por meio de mordeduras e lambeduras, como já 

mencionado por Lombardo et al. (2011). Todavia, estudos mais profundos devem ser 

realizados para uma investigação mais rigorosa desta possibilidade. Até o momento, ela 

é apenas especulativa. 

O swab da pele de orelha evidenciou maior limitação de acordo com seus 

resultados de positividade e sensibilidade para o diagnóstico molecular da LVC. A 
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frequência de resultado positivo para esta amostra foi superada por aqueles referentes às 

demais amostras clínicas com exceção do swab conjuntival e biópsia de pele de orelha, 

os quais apresentaram positividades estatisticamente equivalentes. Apesar de estas 

amostras terem sido comparadas dentro de um tamanho amostral reduzido, o 

desempenho similar do swab em relação à biópsia, ambos para pele de orelha, chama a 

atenção e demonstra o potencial daquela amostra de coleta não invasiva. Constatamos 

neste trabalho que a extração de DNA do swab da pele de orelha não foi eficiente, pois 

foram evidenciados baixos rendimento e pureza deste ácido nucléico. Segundo dados de 

espectrofotometria, houve indicativos da presença de resquícios protéicos nestas 

preparações de DNA (dados não mostrados). Isto provavelmente causou inibição da 

cPCR e reduziu acentuadamente sua positividade e sensibilidade. A especificidade da 

cPCR obtida com esta amostra foi máxima, o que, em princípio, torna esta metodologia 

compatível com testes parasitológicos não moleculares, também altamente específicos. 

Fica claro, portanto, que o uso do swab da pele de orelha deve ser mais estudado e 

aperfeiçoado para fins diagnósticos da LVC. 

 A medula óssea é um tecido extensivamente utilizado nos estudos de LVC, visto 

que é muito colonizado por L. infantum devido ao seu tropismo para os tecidos 

linfóides. Devido a isso, altas sensibilidades da PCR são recorrentemente reportadas 

para a medula óssea a qual é uma importante fonte de parasitos para testes 

parasitológicos convencionais e moleculares (Maia et al. 2009, Quaresma et al. 2009). 

Na primeira etapa deste trabalho, a positividade e sensibilidade da PCR-hibridização 

para medula óssea foram significativamente maiores nos cães com sinais clínicos da 

LVC. Aspecto semelhante foi corroborado com os resultados para biópsia de pele de 

orelha. Isso evidenciou uma marcada redução de sensibilidade para detecção da 

infecção em animais sem expressão clínica da doença. A dificuldade em se diagnosticar 

a infecção em cães sem manifestações clínicas de forma acurada tem sido uma grande 

preocupação para as campanhas de controle e ainda permanece como um desafio para o 

diagnóstico correto da LVC (Quinnell et al. 2001, Mettler et al. 2005, Porrozzi et al. 

2007). 

 Os resultados para medula óssea foram mais expressivos utilizando-se a cPCR. 

Neste caso, a positividade sofreu um importante incremento assim como ocorreu para 

pele de orelha. No caso da medula óssea, a sensibilidade obtida com a cPCR foi a mais 

alta, o que está de acordo com referências na literatura que indicam estar esta amostra 
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dentre aquelas que permitem maior sensibilidade para o diagnóstico da LVC por PCR 

(Maia et al. 2009, Quaresma et al. 2009). 

É importante lembrar que a coleta de aspirados medulares é invasiva e mais 

traumática aos animais. Ela exige a sedação do cão e normalmente resulta em 

resistência dos donos em cederem seus animais para realização de exames que 

envolvam este material biológico. Por isso, o uso de medula óssea apresenta obstáculos 

para estudos clínicos e epidemiológicos em maior escala. 

A pele foi incluída neste estudo devido a sua importância epidemiológica na 

transmissão da LVC, pois representa a principal via de acesso para o repasto sanguíneo 

de flebotomíneos. Diferentes estudos com esta amostra clínica de cães evidenciaram 

altos índices de positividade para o diagnóstico molecular (Manna et al. 2004, Queiroz 

et al. 2011). Xavier et al. (2006) avaliaram diferentes técnicas de diagnóstico a partir de 

biópsias de pele de distintas regiões anatômicas em cães naturalmente infectados com L. 

infantum. Estes pesquisadores concluíram que a combinação da PCR com a pele da 

orelha apresentou o melhor desempenho, sendo por isso, indicada para o diagnóstico 

molecular da LVC. A detecção de amastigotas tem sido correlacionada com regiões de 

alta irrigação sanguínea no cão e a pele de orelha é apontada como de alta 

susceptibilidade à infecção via flebotomíneos (Travi et al. 2001). 

Em nosso estudo, a face interna da pele de orelha foi escolhida para coleta, pois 

é normalmente desprovida de pêlos e a retirada de material é relativamente simples. No 

entanto, deve-se frisar que a biópsia de pele é uma forma invasiva de coleta, geralmente 

dolorosa e sanguinolenta, exigindo anestesia e assepsia local para retirada de material. 

O sangue periférico é de obtenção mais fácil em relação à medula óssea e a 

biópsias de pele, e sua coleta é considerada por alguns autores como menos invasiva 

(Strauss-Ayali et al. 2004). No entanto, nossos resultados de diagnóstico molecular para 

o sangue apresentaram as menores positividade e sensibilidade indiferentemente do 

grupo de cães em que esta amostra foi testada. Há resultados conflituosos na literatura 

acerca do desempenho da PCR realizada a partir de sangue periférico, de modo que 

alguns estudos demonstraram ter esta técnica alta sensibilidade (Fisa et al. 2001, 

Lachaud et al. 2002a, Manna et al. 2004), ao passo que outros autores evidenciaram o 

contrário (Reale et al. 1999, Silva et al. 2001b). Em nosso contexto experimental, a 

PCR-hibridização apresentou baixa eficiência utilizando-se sangue canino como fonte 

de DNA de Leishmania.  É sabido que a carga parasitária sanguínea varia ao longo do 

tempo e resultados falsos negativos podem ser obtidos caso a coleta seja feita em 
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períodos nos quais a carga esteja baixa (Strauss-Ayali et al. 2004). Esta é uma 

dificuldade para a detecção de Leishmania em sangue canino, e a dinâmica, duração e a 

constância da carga parasitária sanguínea ainda permanecem pouco conhecidas 

(Lachaud et al. 2002b, Nasereddin et al. 2006). Além disso, o sangue apresenta 

inibidores de PCR como a hemoglobina, o que pode ter afetado nossos resultados. 

Particularmente em relação aos produtos de PCR derivados desta amostra clínica, 

observamos inúmeras bandas espúrias nos géis de eletroforese. Isto envolve maior 

competição pelos iniciadores e diminui a eficiência da PCR. Devido a estas limitações e 

à intermitência da carga parasitária sanguínea ao longo do tempo, o sangue periférico 

não foi utilizado para a realização da PCR em tempo real (qPCR). 

Com já discutido anteriormente, observamos que diferentes amostras clínicas 

com as maiores sensibilidades para o diagnóstico molecular tiveram, em contrapartida, 

menores especificidades. Ao contrário, as maiores especificidades foram obtidas 

juntamente com sensibilidades reduzidas. As amostras clínicas de coleta não invasiva 

permitiram a obtenção de altas sensibilidades, com exceção do swab da pele de orelha. 

Isto mostra um potencial importante para o uso destas amostras como um recurso 

auxiliar para o diagnóstico molecular da LVC enquanto procedimento preliminar para 

triagem de cães. Destaques são dados ao swab conjuntival em cães sem sinais clínicos e 

ao swab oral cujas reações de PCR-hibridização e cPCR, respectivamente, apresentaram 

altas sensibilidade e especificidade. 

Tornou-se claro neste trabalho que o uso de diferentes métodos de PCR 

convencional implica em diferentes resultados diagnósticos da LVC para uma mesma 

amostra clínica. Neste estudo, utilizamos as técnicas de PCR-hibridização e PCR 

complexo L. donovani específica (cPCR), ambas com iniciadores endereçados para a 

região conservada de minicírculo de kDNA. Embora estes ensaios tenham sido 

realizados em contextos experimentais diferentes e com tamanhos amostrais distintos, é 

fato conhecido que diferentes métodos de PCR podem apresentar diferentes 

sensibilidades para o diagnóstico (Lachaud et al. 2002b, Carson et al. 2010). Em 

trabalho publicado por nosso grupo de pesquisa, comparamos quatro métodos de PCR 

incluindo a PCR-hibridização e variações de nested PCR para o diagnóstico molecular 

da LVC utilizando-se o swab conjuntival (Pilatti et al. 2009). Neste caso, verificamos 

que a PCR-hibridização foi mais robusta por ter apresentado maior sensibilidade, além 

de permitir a diferenciação entre L. infantum e L. braziliensis. A hibridização é uma 

etapa adicional que aumenta a sensibilidade da PCR e confirma seus resultados 
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(Degrave et al. 1994, Reithinger et al. 2000, Headington et al. 2002, Ferreira et al. 

2008). Por isso, esta metodologia foi utilizada na presente pesquisa. Porém, sua 

desvantagem reside no fato de exigir infraestrutura mais elaborada para proteção 

radiológica, uma vez que envolve o uso de radioisótopos. 

A utilização da cPCR para diagnóstico da LVC a partir das amostras clínicas de 

coleta não invasiva adotadas neste trabalho ainda não havia sido avaliada. Este método 

molecular apresenta vantagens, pois envolve uma única etapa, dispensa uso de 

radionuclídeos bem como de amplificações sequenciais (nested), o que diminui as 

chances de contaminação. Por essas razões, escolhemos utilizar a cPCR na segunda e 

terceira etapa experimental deste estudo. De forma geral, o tipo de PCR a ser escolhido 

depende da informação que se quer obter com o diagnóstico e da infraestrutura 

laboratorial disponível (Pilatti et al. 2009, Rocha et al. 2010). 

A carga parasitária também foi averiguada nas diferentes amostras clínicas 

utilizadas neste trabalho, exceto no sangue periférico. Na primeira parte deste estudo, 

demonstramos que o swab conjuntival e medula óssea mostraram maiores cargas 

parasitárias em cães com sinais clínicos em relação a estas respectivas amostras em cães 

sem expressão clínica. Isto está de acordo com diversos autores que verificaram 

reiteradamente ser o alto parasitismo uma das características marcantes de cães 

naturalmente infectados com manifestações clínicas da LVC (Giunchetti et al. 2006, 

Reis et al. 2006b, Giunchetti et al. 2008). Em nosso trabalho, as cargas parasitárias 

obtidas para pele de orelha foram mais altas do que as demais amostras clínicas em 

ambos os grupos de cães, com e sem sinais clínicos, infectados por L. infantum. Além 

disso, as cargas para pele foram estatisticamente equivalentes quando comparadas entre 

os dois grupos. Inesperadamente, a positividade da PCR convencional, especialmente da 

PCR-hibridização, foi baixa para pele de orelha. Possivelmente, isto está relacionado ao 

fato de que a quantidade de DNA utilizada para a PCR convencional não foi controlada. 

Ao contrário, a concentração de DNA foi normalizada para a realização da qPCR. 

A pele intacta de orelha de cão foi considerada como um dos principais alvos 

para detecção e confirmação parasitológica da LVC (Madeira et al. 2009b). Manna et al. 

(2006) acompanharam a infecção em cães sem sinais clínicos infectados por L. infantum 

e verificaram que o parasitismo na pele destes animais se apresentou maior do que o de 

linfonodo utilizando a qPCR. Ainda, comprovaram que a carga parasitária cutânea 

permaneceu alta nestes animais por seis meses. Reis et al. (2006a) utilizaram a técnica 

de Leishman Donovan Units (LDU) para estimar a carga parasitária em diferentes 
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amostras clínicas em cães naturalmente infectados. Nesse caso, um número maior de 

parasitos foi detectado na pele, quando comparada à medula óssea. Em outro trabalho, 

foi demonstrado que a densidade parasitária em macrófagos foi equivalente na pele de 

cães com e sem sinais clínicos provenientes da região amazônica brasileira, utilizando-

se o método de imunohistoquímica (Lima et al. 2010). Todavia, estes últimos autores 

confrontaram 51 cães doentes com apenas 9 cães sem manifestações clínicas para a 

LVC. 

Nossos resultados estão de acordo com estes trabalhos, com o diferencial de que 

cães sem expressão clínica compatível à LVC apresentaram cargas parasitárias na pele 

similares àquelas dos cães com manifestações clínicas, utilizando-se a qPCR com 

tamanhos amostrais maiores e equivalentes entre si. Este dado enfatiza a importância 

dos cães como reservatórios e como um elo fundamental para a cadeia de transmissão 

da LVC, especialmente aqueles sem sinais clínicos, uma vez que a pele do cão é 

normalmente o primeiro ponto de contato com os flebotomíneos (Berrahal et al. 1996, 

Solano-Gallego et al. 2001a). 

A infecção experimental de flebotomíneos foi demonstrada por xenodiagnóstico 

a partir de cães infectados sem expressão clínica utilizando-se Lutzomyia longipalpis 

(Costa-Val et al. 2007) e Phlebotomus perniciosus (Molina et al. 1994). Isto impõe um 

grande desafio para o controle da LVC em regiões endêmicas. É importante lembrar que 

os testes sorológicos realizados em larga escala para triagem canina no Brasil 

apresentam problemas para a identificação de cães com infecção subclínica (Ferreira et 

al. 2007). Além disso, é comum ocorrerem atrasos para a eutanásia de cães 

confirmadamente infectados, o que mantém estes animais como fonte de infecção para 

flebotomíneos por mais tempo (Courtenay et al. 2002). Estes fatores associados ao alto 

parasitismo cutâneo dos cães podem contribuir sensivelmente para a manutenção de 

altas taxas de prevalência e transmissão da LVC em locais como Belo Horizonte e 

possivelmente em outras cidades brasileiras e regiões endêmicas do mundo. 

Neste estudo, observamos que as cargas parasitárias nas mucosas dos cães foram 

mais baixas. De forma similar, reduzidas quantidades de amastigotas foram detectadas 

por qPCR em swab conjuntival de cães infectados mesmo quando combinadas ambas 

oculares, reforçando ser baixa a carga parasitária da mucosa conjuntival (Galletti et al. 

2011). O baixo parasitismo nas mucosas foi inesperado uma vez que a positividade da 

PCR convencional para estes tecidos foi alta. No entanto, a característica do resultado 

dos diferentes ensaios de PCR utilizados neste estudo é diferente. Neste sentido, a PCR 
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convencional demonstrou apenas a presença ou ausência do DNA do parasito enquanto 

a qPCR evidenciou uma estimativa quantitativa do número de amastigotas por células 

caninas. Além disso, admite-se que a qPCR tenha condições de termociclagem mais 

precisas e maior sensibilidade de detecção do que os métodos moleculares 

convencionais (Bell and Ranford-Cartwright 2002; Francino et al. 2006). 

Na segunda e terceira etapa deste trabalho, as cargas obtidas para medula óssea 

foram tão altas quanto às da pele de orelha. Este resultado corrobora ser a medula óssea 

um tecido rico em amastigotas e por isso tem sido muitas vezes utilizado como amostra 

de escolha para a confirmação da infecção canina por L. infantum (Solano-Gallego et al. 

2007, Carson et al. 2010). 

Pela primeira vez, a carga parasitária em cães infectados por L. infantum foi 

estimada para os swabs nasal e da pele de orelha. Embora Lombardo et al. (2011) 

tenham sido pioneiros ao demonstrarem o swab oral como fonte de DNA de L. infantum 

em cães utilizando a qPCR, o enfoque destes autores foi dado ao diagnóstico qualitativo 

e as cargas parasitárias não foram demonstradas. 

Em nosso estudo, as cargas parasitárias destas amostras clínicas de coleta não 

invasiva foram analisadas simultaneamente num contexto comparativo. Este trabalho 

abre uma importante perspectiva para pesquisas mais profundas que possam esclarecer 

melhor as aplicações destas amostras clínicas, tanto para a PCR convencional quanto 

para a qPCR em estudos sobre a LVC. Nossos resultados evidenciaram um grande 

potencial destas amostras clínicas, pois elas demonstraram desempenho superior ou 

equivalente ao de amostras de obtenção invasiva para o diagnóstico qualitativo. A 

utilização do swab para coleta de material biológico é bastante atraente, pois é 

praticamente indolor, simples, rápida e não invasiva. Apesar de o swab de orelha ter 

apresentado baixo desempenho, acreditamos ser ele passível de aperfeiçoamento, 

especialmente em relação à extração do DNA. A partir disso, esta amostra clínica 

poderia ser uma promissora alternativa às biópsias cutâneas para coleta de material 

destinado à PCR. 

A comparação de diferentes amostras clínicas para a detecção de DNA de 

Leishmania é relevante, pois a distribuição do parasito nos diferentes tecidos 

hospedeiros não é uniforme (Reis et al. 2006a). Portanto, a avaliação do diagnóstico 

molecular a partir de diferentes regiões anatômicas de coleta contribui para uma escolha 

criteriosa da amostra clínica mais adequada a ser utilizada em maior escala. 
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Outro precedente importante deste trabalho é a possibilidade do uso de swabs 

para coleta de material biológico em humanos para fins de diagnóstico das 

leishmanioses. Em um estudo realizado no Equador, 15 de 16 pacientes tiveram 

diagnóstico por PCR positivo para a leishmaniose cutânea utilizando-se swab para 

coleta de exsudato em lesões de pele (Mimori et al. 2002). Neste caso, o uso do swab foi 

indicado pelos autores como um possível substituto de biópsias. Na Colômbia, Figueroa 

et al. (2009) conseguiram diagnosticar leishmaniose cutânea em pacientes utilizando 

PCR a partir dos swabs conjuntival e nasal. Na Índia, foi detectada uma alta proporção 

de pacientes com LV utilizando-se o diagnóstico molecular a partir dos swabs oral e 

conjuntival (Vaish et al. 2011). Estes exemplos ilustram o potencial destas amostras de 

coleta não invasiva para o uso em humanos e poderiam ser testadas em regiões 

endêmicas brasileiras. 

No presente trabalho, também analisamos a correlação entre os títulos de IgG 

total e a carga parasitária em diferentes amostras clínicas de cães com e sem sinais 

clínicos para a LVC. A investigação das relações da produção de IgG e de suas 

subclasses com a evolução da LV e com o status clínico de cães infectados por L. 

infantum vem adquirindo grande relevância (Reis et al. 2009). Estudos sobre estes 

aspectos são estratégicos, pois um melhor conhecimento dos princípios que regem a 

dinâmica da infecção e da doença nos cães é fundamental para o aperfeiçoamento do 

diagnóstico e do tratamento da LVC. 

Na primeira parte de nosso estudo, os títulos de IgG total foram medidos para 

cada cão naturalmente infectado e confrontados com sua respectiva carga parasitária em 

diferentes amostras clínicas. Porém, não detectamos associação entre a carga parasitária 

e títulos de IgG em nenhuma amostra de coleta não invasiva independentemente do 

status clínico dos cães. O mesmo resultado foi obtido quando analisamos os dados de 

medula óssea e pele de orelha para os cães com expressão clínica. Estes dados sugerem 

que a carga parasitária parece não ter qualquer influência sobre a gamaglobulinemia. 

Muitos autores tem se dedicado ao estudo das subclasses IgG1 e IgG2 como 

possíveis indicadores do status clínico de cães e do prognóstico da LVC. Neste 

contexto, os resultados publicados são ainda controversos. Alguns estudos 

demonstraram haver uma relação direta entre altos níveis de IgG1 e a presença de sinais 

clínicos em cães infectados por L. infantum e, por outro lado, evidenciaram correlação 

direta entre alta produção de IgG2 e ausência de manifestações clínicas nestes 

hospedeiros (Deplazes et al. 1995, Nieto et al. 1999, Solano-Gallego et al. 2001b, 
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Quinnell et al. 2003a, Iniesta et al. 2005). No entanto, outros autores mostraram uma 

relação inversa entre estas imunoglobulinas e o quadro clínico canino (Leandro et al. 

2001, Reis et al. 2006b, Costa-Val et al. 2007, Freitas et al. 2012). 

É importante mencionar que em grande parte destes trabalhos utilizou-se a 

técnica de ELISA para avaliação dos níveis de IgG por meio de leituras de absorbância. 

Neste caso, os resultados desta técnica são influenciados pela temperatura e tempo de 

incubação da placa, além da concentração da peroxidase ligada ao conjugado. A 

combinação destes fatores se torna uma variável que pode influenciar nos valores de 

absorbância fazendo com que os níveis de diferentes subclasses de IgG não sejam 

diretamente comparáveis (Alves et al. 2009b). Este dado possivelmente está relacionado 

ao fato de que as absorbâncias obtidas com a técnica de ELISA foram equivalentes entre 

os grupos de cães com e sem expressão clínica da LVC no presente trabalho. 

Em nosso estudo, utilizamos a técnica de RIFI para medir os títulos de IgG total, 

o que não leva em conta as variações das medidas de absorbância. Neste caso, 

verificamos a presença de correlação positiva e significativa entre os níveis de IgG e o 

parasitismo de cães sem manifestações clínicas apenas quando a medula óssea e a pele 

de orelha foram consideradas. A presença de associação entre a carga parasitária e os 

títulos de IgG em apenas alguns tecidos do cão infectado pode estar relacionada a 

diferentes padrões de resposta imune nos diferentes órgãos ou tecidos do hospedeiro, os 

quais devem influenciar diferentemente o parasitismo. De fato, tem sido comprovado 

que os microambientes dos órgãos caninos densamente parasitados por L. infantum 

apresentam diferentes padrões de resposta imune, o que está intimamente relacionado a 

distintas interações parasito-hospedeiro (Alves et al. 2009b). 

Embora não possamos fazer inferências diretas a partir dos resultados de 

associações significativas, eles abrem um precedente importante para investigar se há 

realmente uma relação causal entre o aumento de carga parasitária em tecidos altamente 

colonizados pelo parasito e o incremento dos níveis de IgG antiLeishmania em cães sem 

sinais clínicos. Além disso, não se pode descartar a hipótese de que estes cães 

estivessem num processo de transição para uma fase de estabelecimento da LVC ou da 

doença propriamente dita. Junto a isso, surge a necessidade de elucidar os processos 

pelos quais o cão infectado sem expressão clínica passa ao estado de doente. 

De modo geral, o aumento da gamaglobulinemia nos cães infectados está 

associado à patogenia da LVC, uma vez que daí decorre a formação e acumulação de 

imunocomplexos responsáveis por diversos processos patológicos no hospedeiro 
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(Giunchetti et al. 2006, Plevraki et al. 2006, Giunchetti et al. 2008). Nossos dados de 

RIFI estão de acordo com esta premissa uma vez que os cães com expressão clínica da 

LVC apresentaram maiores títulos de anticorpos do que os cães considerados sem 

manifestações clínicas. Em relação aos nossos resultados de correlação entre os 

parasitismos cutâneo e medular e os títulos de IgG anti-Leishmania nos cães sem sinais 

clínicos, fica o ensejo para investigações mais acuradas sobre a possibilidade de haver 

uma gradação dessas variáveis que esteja relacionada à evolução da LVC. 

Com base em tudo o que foi discutido, fica claro que o diagnóstico molecular 

associado a amostras clínicas de coleta não invasiva tem grande potencial de 

aplicabilidade na triagem de cães. Além disso, o desempenho verificado destas amostras 

também abrem perspectivas para o uso em humanos. O presente trabalho pode ser 

considerado como um subsídio para a realização de estudos de campo em maior escala 

com a finalidade de verificar a validade destas amostras obtidas por meio de swabs para 

o diagnóstico da LV num contexto epidemiológico. Atualmente, um estudo mais amplo 

envolvendo inquéritos de cães domiciliados está sendo realizado por nosso grupo de 

pesquisa com o objetivo de averiguar o desempenho do swab conjuntival para o 

diagnóstico molecular da LVC em maior escala. 

Em suma, os espécimes clínicos avaliados neste estudo podem ser um recurso 

auxiliar importante para o diagnóstico da LVC e vir a ser parte do repertório de opções a 

serem escolhidas para esta finalidade. 
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7) CONCLUSÕES 

 

 O swab conjuntival associado à PCR-hibridização apresentou alto potencial para 

a detecção de L. infantum, ao demonstrar alta positividade, sensibilidade e/ou 

especificidade em cães com e sem sinais clínicos compatíveis à LV; 

 

 O desempenho do swab conjuntival para a detecção de L. infantum, segundo a 

PCR-hibridização, foi expressivo, pois superou ou foi equivalente àquele 

apresentado por amostras clínicas de coleta invasiva como medula óssea, pele de 

orelha e sangue periférico, independentemente do status clínico dos cães 

naturalmente infectados; 

 

 A utilização de medula óssea e pele de orelha associadas à PCR-hibridização se 

mostrou limitada para a detecção do parasito em cães sem sinais clínicos da LV; 

 

 O sangue periférico apresentou a menor eficiência para o diagnóstico molecular 

da LVC indiferentemente do status clínico dos cães naturalmente infectados por 

L. infantum; 

 

 A pele de orelha apresentou a maior carga parasitária independentemente do 

status clínico dos cães naturalmente infectados; 

 

 Os níveis de parasitismo detectados na medula óssea e swab conjuntival em cães 

com manifestações clínicas foram consideravelmente maiores em relação às 

cargas parasitárias obtidas nestas respectivas amostras em cães sem sinais 

clínicos; 

 

 Os títulos de IgG antiLeishmania foram significativamente mais elevados nos 

cães naturalmente infectados com expressão clínica; 

 

 Correlações positivas e significativas foram obtidas entre o nível de IgG total 

antiLeishmania e a carga parasitária em cães sem manifestações clínicas apenas 

quando medula óssea e pele de orelha foram consideradas; 
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 O swab nasal associado à cPCR apresentou alto potencial para a detecção de L. 

infantum ao demonstrar altas positividade e sensibilidade, e por apresentar 

desempenho equivalente àquele demonstrado por amostras clínicas de coleta 

invasiva como medula óssea e pele de orelha; 

 

 O swab oral associado à cPCR apresentou alto potencial diagnóstico ao 

demonstrar altas positividade, sensibilidade e especificidade, além de exibir 

desempenho equivalente àquele demonstrado por medula óssea e biópsia de pele 

de orelha; 

 

 Nas etapas 2 e 3 deste estudo, a medula óssea e a pele de orelha foram os tecidos 

mais parasitados segundo o método de qPCR; 

 

 As cargas parasitárias estimadas nas mucosas conjuntival, nasal e oral foram as 

mais baixas; 

 

 O swab da pele de orelha apresentou baixa eficiência para o diagnóstico 

molecular da LVC; 

 

 Dentro deste contexto experimental, os swabs conjuntival e nasal foram as 

amostras clínicas mais adequadas para o diagnóstico molecular da LVC 

utilizando-se a PCR-hibridização e a cPCR respectivamente
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8) PERSPECTIVAS 

 

Os resultados da presente pesquisa naturalmente abrem precedentes para novos 

estudos mais aprofundados. Dentre os possíveis encaminhamentos deste trabalho, 

destacam-se: 

 

 Avaliar o desempenho dos swabs conjuntival, nasal e oral em larga escala sob o 

contexto epidemiológico para o diagnóstico molecular da LVC; 

 

 Aperfeiçoar o processo de extração de DNA do swab da pele de orelha com a 

finalidade de avaliar seu potencial para o diagnóstico molecular da LVC e para a 

estimativa de carga parasitária por qPCR; 

 

 Investigar as possíveis causas das associações entre os títulos de IgG 

antiLeishmania e a carga parasitária na pele de orelha e medula óssea de cães 

naturalmente infectados sem sinais clínicos.  
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ANEXO 1 - Pareceres do Comitê de Ética em Experimentação Animal da UFMG 
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ARTIGO 2 
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ANEXO 3 - Ficha para análise clínica dos cães 

 

 

SEXO DO ANIMAL:      DATA: 

Achados mais frequentes em cães com LV, segundo Alvar, et al., (2004) e Amusategui 

et al., (2003): 

 

             PRESENTE     AUSENTE      

 

 

 
1) LINFOADENOPATIA 

1.1) Generalizada:        
1.2) Localizada:        

1.2.1) Linf. Submandibular:         

1.2.2) Linf. Pré-escapular: 

1.2.3) Linf. Poplíteo: 

 

 

2) ANORMALIDADES LOCOMOTORAS 

 

3) SINAIS VISCERAIS 

 

3.1) Perda de peso:       
3.2) Fraqueza: 

3.3) Alterações gastrointestinais: 

3.4) Epistaxe: 

3.5) Uveíte: 

 

4) SINAIS CUTÂNEOS 

 

4.1) Alopecia: 

4.2) Descamação: 

4.3) Hiperpigmentação: 

4.4) Eritema: 

4.5) Otite: 
4.6) Úlceras: 

4.7) Nódulos: 

4.9) Onicogrifose:  

4.8) Pústulas: 

4.10) Lesões oculares: 

4.11) Conjuntivite 

 

5) LOCALIZAÇÃO DAS LESÕES CUTÂNEAS 

 

5.1) Ao redor das orelhas/olhos 

5.2) Face 
5.3 )Membros 

5.4) Outras localizações 

5.5) Generalizada 

 

 

 

COMENTÁRIOS 

_____________________________________________________________________________________

_____________________________________________________________________________________

_____________________________________________________________________________________ 
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ANEXO 4 - Soluções utilizadas no ensaio imunoenzimático (ELISA) 

 

Tampão Salina Fosfatada (PBS) concentrado 10 X 

Inicialmente, pesar os seguintes reagentes: 

NaCl............................................................................................................21,25g 

Na2HPO4.......................................................................................................3,30g 

Na2HPO4.H2O...............................................................................................0,39g 

 

Dissolver os reagentes pesados em água destilada qsp 2500 mL. 

 

Tampão Carbonato/Bicarbonato 

Na2CO3.........................................................................................................1,59g 

NaHCO3........................................................................................................2,93g 

 

Dissolver os reagentes pesados em água destilada qsp 1000 mL. Esta solução permanece 

viável a 4°C por 15 dias.  

 

Solução de Bloqueio 

Tampão Salina Fosfatada.........................................................................1000mL 

Caseína............................................................................................................20g 

 

Aquecer o Tampão a aproximadamente 90°C, adicionar a Caseína lentamente, agitando 

bastante com um bastão. Filtrar e conservar a -20°C.  

 

Tampão de Incubação 

Tampão Salina Fosfatada........................................................................1000mL 

Tween 20.....................................................................................................0,5mL 

Caseína...........................................................................................................2,5g 

 

Aquecer o Tampão a aproximadamente 90°C adicionar a caseína lentamente, agitando 

bastante com um bastão. Filtrar, adicionar o Tween 20 e conservar a -20°C.  

 

Tampão do Substrato 
Na2HPO4.......................................................................................................7,19g 

Ácido Cítrico.................................................................................................5,19 g 

Água destilada....................................................................................qsp 1000mL 

 

Dissolver os elementos pesados na água destilada e conservar a 4°C.  

 

Solução do Substrato 

OPD.................................................................................................................4µg 

H2O2.................................................................................................................4µL 

Tampão do Substrato....................................................................................10mL 

 

Preparar no momento do uso.  

 

Ácido Sulfúrico 4N 

H2SO4 concentrado.....................................................................................480mL 

H2O.....................................................................................................qsp 1000mL 
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Solução de Lavagem 

NaCl..................................................................................................................9g 

Tween 20.....................................................................................................0,5mL 

H2O....................................................................................................qsp 1000 mL 

 

 

 

 
ANEXO 5 - Soluções utilizadas na Reação de Imunofluorescência Indireta (RIFI) 

 

Tampão Fosfato 

Na2HPO4.......................................................................................................17,8g 

Na2HPO4.H2O...............................................................................................10,3g 

Água destilada...................................................................................qsp 1000 mL 

 

Misturar os reagentes pesados na água destilada. Conservar a 4°C. 

 

Tampão Fosfato com Tween 2% 

Tween 80.......................................................................................................2 mL 

Tampão Fosfato.........................................................................................100 mL 

 

Misturar as duas soluções e dissolver a 37°C. 

 

Salina Tamponada 

Na2HPO4..............................................................................................................................................................12g 

Na2HPO4.H2O.................................................................................................2,2g 

NaCl................................................................................................................ 85g 

Água destilada..........................................................................................1000mL 

 

Dissolver os elementos sólidos na água destilada e conservar a solução produzida a 4°C. 

 

Glicerina Tamponada 

Tampão Fosfato..............................................................................................1mL 

Glicerol............................................................................................................9mL 

 

Misturar as duas soluções, conservando a solução obtida em 4°C. 
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