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RESUMO

Este trabalho de conclusdo de curso objetivou relatar as atividades realizadas
durante o periodo de Estagio Supervisionado Obrigatério (ESO), além de contribuir
com a investigagdo da coinfec¢cdo por Leishmania infantum, Neospora caninum e
Toxoplasma gondii em caes no estado de Pernambuco. O capitulo | relata as
atividades realizadas no Laboratério Clinico Veterinario (LCV) da Universidade
Estadual Paulista (UNESP), campus Botucatu, durante o periodo de 29 de outubro
de 2024 a 17 de janeiro de 2025, sob a supervisdo da Prof®. Dr®. Regina Kiomi
Takahira. Durante o periodo de estagio foram realizados 2516 exames, distribuidos
entre hemograma, urinalise, contagem de reticuldcitos, dosagem de fibrinogénio,
anadlise de derrames cavitarios, teste de aglutinagdo em salina, teste de
compatibilidade sanguinea, pesquisa de hemoparasitos, teste de tempo de
coagulagao e mielograma. O capitulo Il apresenta um artigo intitulado “Estudo da
coinfecgao por Leishmania infantum, Neospora caninum e Toxoplasma gondii em
caes do estado de Pernambuco”, no qual foram utilizadas amostras provenientes do
banco de soro obtidas no Ambulatério de Leishmaniose Canina do Laboratério de
Doengas Parasitarias (LDP) da Universidade Federal Rural de Pernambuco
(UFRPE). Os resultados obtidos indicam uma prevaléncia de 69,12% (94/136) de
coinfecgao, evidenciando a necessidade de estratégias de controle e prevengao
mais eficazes. Este estudo contribui para o entendimento da epidemiologia dessas
infeccbes parasitarias e ressalta a importancia do diagndstico, avaliagéo dos sinais
clinicos e do impacto das coinfecgbes para condugao terapéutica adequada dos

pacientes.

Palavras-chave: Leishmaniose, Neosporose, Toxoplasmose, Sinais Clinicos,

Oocisto.



ABSTRACT

This thesis aimed to report the activities carried out during the period of Mandatory
Supervised Internship (ESO), as well as to contribute to the investigation of
coinfection by Leishmania infantum, Neospora caninum, and Toxoplasma gondii in
dogs in the state of Pernambuco. Chapter | reports the activities carried out at the
Veterinary Clinical Laboratory (LCV) of the Sao Paulo State University (UNESP),
Botucatu campus, during the period from October 29, 2024, to January 17, 2025,
under the supervision of Prof. Dr. Regina Kiomi Takahira. During the internship
period, 2516 tests were performed, including complete blood count, urinalysis,
reticulocyte count, fibrinogen measurement, analysis of body cavity effusions, saline
agglutination test, blood compatibility test, hemoparasite screening, coagulation time
test, and bone marrow examination. Chapter Il presents an article titled "Study of the
coinfection by Leishmania infantum, Neospora caninum, and Toxoplasma gondii in
dogs from the state of Pernambuco”, which used samples from the serum bank,
obtained from the Canine Leishmaniasis Outpatient Clinic of the Parasitic Diseases
Laboratory (LDP) at the Federal Rural University of Pernambuco (UFRPE). The
results indicate a coinfection prevalence of 69.12% (94/136), highlighting the need for
more effective control and prevention strategies. This study contributes to the
understanding of the epidemiology of these parasitic infections and emphasizes the
importance of diagnosis, clinical signs evaluation, and the impact of coinfections for

proper therapeutic management of the patients.

Keywords: Leishmaniasis, Neosporosis, Toxoplasmosis, Clinical Signs, Oocyst.
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1. CAPITULO |

1.1. Introdugao
O presente documento descreve as experiéncias adquiridas durante o Estagio

Supervisionado Obrigatério (ESO) do curso de Medicina Veterinaria, realizado no
Laboratério Clinico Veterinario (LCV) do Hospital Veterinario da Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia (FMVZ) da Universidade Estadual Paulista
(UNESP), campus Botucatu, entre 29 de outubro de 2024 e 17 de janeiro de 2025,
sob a supervisdo da Prof®. Dr. Regina Kiomi Takahira, perfazendo uma carga
horaria de 448 horas.

Durante o estagio, foi possivel vivenciar a rotina do laboratério, integrando o
conhecimento teodrico e pratico. O LCV realiza exames complementares como
hemograma, bioquimica sérica, exames de urina, avaliagdo de liquidos cavitarios,
mielograma e diversos outros. As atividades realizadas atendem a demanda do
hospital veterinario da UNESP e também recebem amostras externas.

Este relatorio apresenta a descricdo do local de estagio, as atividades

desenvolvidas e a casuistica observada ao longo do periodo de estagio.
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1.2. Descrigao do local do estagio

O Estagio Supervisionado Obrigatorio (ESO) foi realizado no Laboratério
Clinico Veterinario (LCV) da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da
Universidade Estadual Paulista (UNESP), campus Botucatu. O LCV (Figura 1) é
organizado em diversas salas, cada uma com uma finalidade especifica: o
laboratorio de rotina, onde s&o realizados a maior parte dos exames (Figura 2); a
sala do banco de sangue, responsavel pelas coletas dos doadores e pelo
processamento das bolsas de sangue (Figura 3); a sala de hemogasometria e
centrifugagéo, que € compartilhada com os médicos veterinarios residentes de
anestesiologia (Figura 4); a sala de lavagem de materiais (Figura 5) e a sala de

bioquimica (Figura 6).

Figura 1. Fachada do Laboratério Clinico Veterinario (LCV).

Fonte: Arquivo pessoal (2025).



Figura 2. Laborat6rio de rotina.

Fonte: Arquivo pessoal (2025).

Figura 3. Banco de sangue.

Fonte: Arquivo pessoal (2025).
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Figura 4. Sala de hemogasometria e centrifugacgao.

g

Fonte: Arquivo pessoal (2025).

Figura 5. Sala de lavagem de materiais.

Fonte: Arquivo pessoal (2025).
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Figura 6. Sala de bioquimica.

N

Fonte: Arquivo pessoal (2025).

Os servigos oferecidos pelo Laboratorio abrangem solicitagdes de residentes
da instituicdo, veterinarios autbnomos e projetos de pesquisa vinculados a
universidade. Os residentes do LCV sao responsaveis por coletar amostras de
medula déssea, sangue da ponta de orelha para investigacdo de hemoparasitos,
coleta de sangue dos doadores e para andlise do tempo de coagulagéo.

Cada amostra enviada ao laboratério é identificada de forma padronizada,
com o Registro Geral (RG) e o numero de requisigdo do animal. As requisigoes sao
gerenciadas por um sistema desenvolvido pela propria UNESP e incluem:
hemograma, bioquimica, urinalise, andlise de liquidos cavitarios, liquor e exames
especiais.

A equipe do laboratério € composta por dois professores, trés técnicos, seis
residentes e os estagiarios, tanto da universidade como de outras instituicbes de
ensino. Na rotina, os técnicos ficam responsaveis pela realizagcdo das analises
bioquimicas e lavagem das vidrarias do laboratdrio, enquanto os residentes e

estagiarios executam as demais atividades do setor.
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1.3. Descricao das atividades

O LCV adota um rodizio semanal entre residentes e estagiarios. Os
estagiarios séo distribuidos em quatro setores especificos, identificados como R1
(Rotina 1), R2 (Rotina 2), S1 (Suplente 1) e S2 (Suplente 2). Os estagiarios
designados para o setor R1 participam do recebimento de amostras, realizam
atividades como centrifugacdo de capilares, leitura do volume globular (VG),
proteina plasmatica total (PPT) e fibrinogénio. Posteriormente, as amostras sao
encaminhadas ao setor R2, responsavel por passar as amostras nos contadores
hematoldgicos, preparar os capilares e os esfregagos sanguineos, além das
diluicdes necessarias para contagem manual de células e concentragdo de
hemoglobina.

Os estagiarios do S1 acompanham a leitura das laminas, aprendendo a
realizar contagem de plaquetas na camara de Neubauer, estimativas de leucocitos e
plaguetas em esfregago sanguineo, além da contagem diferencial de células e
identificacdo de espécies animais com base nas caracteristicas morfologicas
celulares. Adicionalmente as analises quantitativas, é possivel identificar alteragbes
qualitativas celulares, como mudangas de forma, tamanho, coloracédo e a presenga
de hemoparasitos.

O setor S2 é responsavel pelo processamento e analise dos exames que nao
envolvem hemograma. Entre as atribuicbes estdo a analise de urina, liquidos
cavitarios e liquor, desde o recebimento das amostras biologicas até a leitura das
laminas. Além disso, cabe ao S2 a liberagao de resultados dos exames bioquimicos,
a gestdo do banco de sangue e o setor de hemogasometria. Também realizam
exames complementares na area de hematologia, como contagem de reticuldcitos,
teste de aglutinagdo em salina, teste de compatibilidade e pesquisa de

hemoparasitos.

1.3.1. Casuistica

Durante o periodo de estagio foi possivel participar da realizagdo de 2.516
exames, detalhados conforme exposto na tabela 1. O hemograma foi o mais
frequente, com 1.931 solicitagdes (76,75%). Em seguida, destacaram-se a urinalise,
com 198 analises (7,87%), e a contagem de reticuldcitos, com 99 casos (3,93%).
Exames menos recorrentes incluiram fibrinogénio, com 94 analises (3,74%),

derrames cavitarios, com 45 (1,79%), e 34 (1,35%) testes de aglutinagdo em salina.
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Outros procedimentos tiveram menor representatividade, como 17 (0,68%) testes de
compatibilidade sanguinea, 6 (0,24%) pesquisas de hemoparasitos, 4 (0,16%) testes

de tempo de coagulagéao, 3 (0,12%) mielogramas e 1 (0,04%) leucograma.

Tabela 1. Exames realizados no Laboratério Clinico Veterinario da Universidade
Estadual Paulista, campus Botucatu durante o periodo de estagio.

Exame Frequéncia Porcentagem

Hemograma 1931 76,75%
Urinalise 198 7,87%
Contagem de reticulécitos 99 3,93%
Fibrinogénio 94 3,74%
VG/PPT 55 2,19%
Derrames cavitarios 45 1,79%
Aglutinacao em salina 34 1,35%
Contagem de plaquetas 24 0,95%
Compatibilidade sanguinea 17 0,68%
Pesquisa de hemoparasitos 6 0,24%
Liquido ruminal 5 0,20%
Tempo de coagulagéo 4 0,16%
Mielograma 3 0,12%
Leucograma 1 0,04%

Total 2516 100%

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

1.3.2. Hematologia

Os exames de hematologia abrangem hemograma completo, contagem de
reticuldcitos, fibrinogénio, proteina plasmatica total (PPT) ou a combinagdo de
volume globular e proteina plasmatica total (VG/PPT). O hemograma completo inclui
hematocrito (HT), proteina plasmatica total (PPT), leucograma e estimativa de
plaquetas.

O processo inicia com o recebimento e avaliacdo da amostra, que deve estar

livre de fibrina e coagulos, respeitando a proporg¢ao de sangue indicada no tubo. Em
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casos de detecgdo de coagulo na amostra, solicita-se nova coleta. Se houver
presenca de fibrina, o processo pode ser realizado, mas os valores de plaquetas e
RDW (red cell distribution width) sao desconsiderados; se esses parametros forem
essenciais para o solicitante, uma nova coleta é requisitada.

Apods o recebimento, as amostras sao analisadas em um dos trés contadores
hematoldgicos disponiveis no laboratério (MEK-6550 — Nihon Kohden, Hemacounter
60 ou Vetscan HM5), que fornecem valores de eritrécitos, hemoglobina, leucdcitos,
plaguetas e RDW, seguindo para confec¢do dos esfregagos sanguineos e
preenchimento dos capilares para a determinacéo do hemataocrito.

A determinacdo do hematdcrito requer o preenchimento de um capilar no
caso de hemograma completo e dois capilares quando solicitados apenas Volume
Globular (VG), Proteina Plasmatica Total (PPT) e fibrinogénio. Os capilares séo
centrifugados em centrifugas de microhematdcrito (MH 11.5 ou Centurion Scientific),
e a leitura do microhematdcrito € realizada utilizando uma tabela apropriada. A PPT
€ medida manualmente com auxilio de um refratbmetro.

A contagem diferencial de leucdcitos, a estimativa de plaquetas e leucdcitos,
bem como a avaliagdo morfolégica celular, sdo procedimentos fundamentais na
hematologia veterinaria, geralmente conduzidos por veterinarios residentes por meio
de analise microscopica. Essas praticas permitem a identificagdo de alteracdes
celulares que podem indicar diversas patologias (Feldman et al., 2000).

A contagem de reticulocitos é realizada utilizando uma solugéo de corante
supravital (azul de cresil brilhante; novo azul de metileno), que se liga ao RNA
residual presente nos reticulécitos, permitindo sua identificagcdo. O procedimento
envolve a homogeneizacdo do sangue com o corante na proporgéo de 1:1, seguida
de incubacdo por 15 minutos em banho-maria a 37°C. Apds a incubagdo, sao
preparados esfregagos sanguineos para analise microscopica dos reticulécitos
(Weiss; Wardrop, 2010).

Os dados referentes aos exames realizados durante o periodo de estagio, de

acordo com a espécie animal, podem ser observados na tabela 2.
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Tabela 2. Distribuicdo dos exames realizados no Laboratério Clinico Veterinario da
Universidade Estadual Paulista, campus Botucatu durante o periodo de estagio,
divididos de acordo com a espécie animal.

Espécie Hemograma Contagem Fibrinogénio VG/PPT Contagem Leucograma
:'j:ticulécitos gfaquetas

Aves 26 0 0 0 0 0
Bovino 12 0 12 0 0 0
Canino 1456 76 0 36 20 1
Caprino 7 0 7 0 0 0
Equino 17 0 17 0 0 0
Felino 312 23 0 17 4 0
Mamiferos 32 0 0 1 0 0
silvestres

Ovino 58 0 58 0 0 0
Répteis 11 0 0 1 0 0

VG: volume globular. PPT: proteinas plasmaticas totais. Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

1.3.3. Urindlise

A andlise de urina é composta pelo exame fisico, quimico e a
sedimentoscopia. No exame fisico, observa-se o volume, a coloracéo, o aspecto, o
odor e a densidade da urina, que € medida com um refratbmetro manual. Esses
parametros fornecem indicios sobre o estado do sistema urinario e refletem
condicdes gerais de saude.

O exame quimico envolve a analise de diversos compostos presentes na
urina. O pH, as proteinas, a glicose, os corpos cetbnicos, o urobilinogénio, a
bilirrubina, o sangue oculto e os sais biliares sdao avaliados para detectar possiveis
disturbios metabdlicos, inflamatérios ou infecciosos. Para essa analise, séo
utilizadas fitas colorimétricas (Combur10 Test® M).

Para a analise do sedimento, a urina é centrifugada para concentrar as
células e outras estruturas presentes. O processo é feito a 1500 rpm por 5 minutos
(CARLSON, 1993), removendo o sobrenadante e deixando 0,5 mL de sedimento,
que é cuidadosamente homogeneizado. Esse sedimento € entdo colocado em uma

ldmina de microscopia para observacdo da presenca de células descamativas,
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células epiteliais, hemacias, leucécitos, cilindros, espermatozoides, muco, bactérias
e cristais.

A sedimentoscopia é fundamental para elucidar os achados das etapas
anteriores. Para garantir uma analise precisa, € recomendado que a amostra tenha
pelo menos 5 mL (Navarro, 1996). Caso o volume seja menor, a analise sera
qualitativa, porém ainda importante. A amostra deve ser protegida da luz, pois a

exposig¢ao pode degradar a bilirrubina e alguns cristais.

Tabela 3. Distribuicdo das urinalises realizadas no Laboratério Clinico Veterinario da
Universidade Estadual Paulista, campus Botucatu, durante o periodo de estagio por
espécie animal.

Espécie Urinalise
Bovino 3
Canino 107
Caprino 1
Equino 5
Felino 82
Ovino 9
Total 198

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

1.3.4. Derrames cavitarios

As etapas da analise de derrames cavitarios sao semelhantes ao
processamento da urinalise. Para a realizacdo do exame, € solicitado que a amostra
seja acondicionada num tubo contendo &cido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) e
um tubo seco (Center, 2004). Com a amostra do tubo seco, sdo realizadas as
analises fisicas, como avaliagdo do volume, coloragcédo, presenca de coagulacgéao,
aspecto, odor e densidade do liquido, com auxilio de um refratbmetro manual.

A analise quimica também ¢é realizada com o material sem anticoagulante,
através da imerséo das fitas colorimétricas (Combur10 Test® M) e observagédo dos
resultados de pH, proteinas, glicose e sangue oculto. Adicionalmente, é realizada a
avaliacao da proteina por refratometria manual, podendo ser realizado o teste de

fibrinogénio caso o valor de proteina seja maior que trés (Dempsey; Ewing, 2011).
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Apesar de falar-se da avaliacdo microscopica no fim da avaliacdo do liquido,
a contagem celular e a confecgdo das laminas sdo o primeiro passo apds o
recebimento da amostra. Para assegurar uma analise fidedigna, imediatamente apos
o recebimento da amostra, é realizada a contagem manual de células na camara de
Neubauer, sendo a diluigdo realizada apenas em amostras com elevada contagem
celular. Além disso, a contagem celular serve de base para a escolha da técnica de
confecgdo das laminas, podendo ser realizado o squash direto em amostras com
mais de 3.000 células, a concentragédo por centrifugagdo em amostras com 500 a
2.500 células ou citocentrifuga, para amostras com menos de 500 células.

A distribuicdo das analises de liquido cavitario realizadas durante o periodo

de estagio esta exposta na tabela 4.

Tabela 4. Distribuicdo dos derrames cavitarios realizados no Laboratério Clinico
Veterinario da Universidade Estadual Paulista, campus Botucatu durante o periodo
de estagio por espécie animal.

Espécie Derrames cavitarios
Canino 23
Equino 5
Felino 12
Mamifero selvagem 2
Reéptil 3
Total 45

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).
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2. CAPiTULOII

2.1. Artigo cientifico

Estudo da coinfecgao por Leishmania infantum,
Neospora caninum e Toxoplasma gondii em caes do

estado de Pernambuco

Introducgao

Diversos protozoarios apresentam importédncia para a clinica médica de
caninos e felinos por causarem prejuizos a saude, além de algumas espécies
apresentarem potencial zoonético (Esch; Petersen, 2013). O conhecimento sobre a
infeccao por esses agentes tem relevancia epidemioldgica em virtude da relagao
entre os caes, gatos e humanos, sendo necessaria a adogdo de medidas
higiénico-sanitarias para evitar a transmisséo (Coelho et al., 2013). Dentre esses
agentes parasitarios que podem infectar cides e gatos, destacam-se Leishmania
infantum, Neospora caninum e Toxoplasma gondii.

Leishmania infantum € o agente etiolégico da Leishmaniose Visceral (LV),
sendo o cao um dos principais reservatorios em areas urbanas no Brasil
(Hirschmann et al., 2015). A transmissao ocorre por meio da picada de insetos
flebotomineos do género Lutzomyia, destacando-se as espécies Lu. longipalpis e Lu.
cruzi no Brasil (Brasil, 2014). A LV é considerada uma enfermidade negligenciada,
de perfil endémico em 98 paises (Alvar et al., 2012) e estima-se que mais de 12
milhdes de pessoas estdo infectadas (Opas, 2025). Nas Américas, cerca de 90%
dos casos humanos sao procedentes do Brasil (Brasil, 2014; Costa, 2014).

Considerando o cdo um sentinela da leishmaniose, €& importante a
identificacdo de animais infectados, que podem ser assintomaticos ou apresentar
sinais clinicos variados, com evolugao aguda ou crénica (Morales-Yuste et al., 2022).
Os principais sinais clinicos desenvolvidos por cades com leishmaniose estdo
relacionados as dermatopatias (dermatite esfoliativa sem prurido, com ou sem
alopecia, dermatite ulcerativa, modular e/ou papular, onicogrifose), oftalmopatias
(blefarites, conjuntivite, uveite e endoftalmite), emagrecimento progressivo, letargia,

linfadenopatia e hepatoesplenomegalia (Brasileish, 2018; Figueiredo; Madeira,
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2014). Alguns animais podem apresentar epistaxe, claudicagdo (por poliartrite,
osteomielite, polimiosite), vasculopatias (vasculite sisttmica e tromboembolismo) e
neuropatias (Leishvet, 2018; Ribeiro, 2016).

Neospora caninum e Toxoplasma gondii sao protozoarios coccidios
intracelulares obrigatérios, formadores de cistos teciduais e apresentam distribuicdo
mundial (Dubey et al., 2002). Sdo descritos como hospedeiros intermediarios
animais endotérmicos de diversas espécies, enquanto os hospedeiros definitivos sdo
canideos e felideos, respectivamente. Destaca-se que os canideos também podem
atuar como hospedeiros intermediarios de ambos os agentes. Com relagéo a infegao
por Neospora caninum, este protozoario realiza reproducado sexuada no epitélio
intestinal de cdes domésticos e alguns canideos silvestres, com eliminacdo de
milhares de oocistos nas fezes, contaminando o ambiente (Dubey et al., 2011;
Gondim et al., 2004; King et al., 2010).

A transmissdo de T. gondii e N. caninum para os hospedeiros suscetiveis
(intermediarios e definitivos) pode ocorrer por via horizontal, pela ingestdo de agua
ou alimentos contaminados por oocistos esporulados ou pela ingestao de tecidos
com cistos contendo bradizoitos, sendo esta a principal forma de infeccdo em
carnivoros. Outra possibilidade é a via vertical por transmissdo transplacentaria,
quando taquizoitos sao transferidos da gestante infectada para o feto. Na
neosporose, esta € a principal forma de infeccdo em ruminantes, especialmente
bovinos, desempenhando um papel importante na manutencéo e na propagacéao do
agente nos rebanhos (Davison et al., 1999; Dubey et al., 2007).

Os hospedeiros intermediarios podem apresentar-se assintomaticos, no
entanto, neosporose e toxoplasmose podem causar sinais clinicos respiratérios,
gastrointestinais, neurolégicos e musculares (Mineo et al., 2001) e, em alguns casos,
alteragdes dermatoldgicas e hepatica (Didiano et al., 2020; Webb et al., 2005). Além
disso, caes acometidos por neosporose podem ter morte subita por miocardite
severa, sem o envolvimento de outros tecidos (Dubey et al., 2017). Ja disturbios
oftalmicos, como conjuntivite necrosante, uveite e coriorretinite foram descritos em
caes com toxoplasmose e neosporose (Swingera et al., 2009; Wolfer et al., 1996),
entretanto, estas enfermidades comumente estdo associadas a quadros de
imunocomprometimento e coinfec¢des (Calero-Bernal; Gennari, 2019).

E importante destacar que Toxoplasma gondii apresenta potencial zoonético,

com a prevaléncia podendo chegar a 90% nos humanos (Flegr et al, 2014). O Brasil
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apresenta alta incidéncia, com 35% dos surtos relatados para toxoplasmose. (Dubey,
2021; Pinto-Ferreira et al, 2019).

Os sinais clinicos das doencas parasitarias refletem as interagdes do agente
com a resposta imunologica do hospedeiro (Pearson, 1993). As coinfecgbes podem
predispor ao imunocomprometimento e animais coinfectados com multiplos agentes
sao mais propensos a apresentar alta parasitemia, o que facilita a transmissao
vetorial de L. infantum e a permanéncia da doenga (Deir¢ et al., 2018). A associacao
de infecgdes por Leishmania spp. e outros protozoarios em caes ja foi descrita no
Brasil (Coelho et al., 2013; Gama-Melo et al., 2019; Morgado et al., 2016; Savani et
al., 2005) e no mundo (Cringoli et al., 2002; Domenico et al., 2019; Jiang et al., 2016;
Medkour et al., 2020; Sharifdini et al., 2011). No Brasil, a coinfec¢gdes em caes por
Leishmania spp., N. caninum e/ou T. gondii foram confirmadas nos estados da Bahia
(Deiré et al., 2018), Piaui (Lopes et al., 2011), Mato Grosso do Sul (Andreotti et al.,
2002) e Sao Paulo (Coelho et al., 2013; Gennari et al., 2006; Seabra et al., 2015).

O diagndstico dessas infecgdes indica a circulagdo desses protozoarios na
populacao e regiao estudadas e, no caso de leishmaniose, a identificacao de caes
infectados tem precedido os casos humanos nos municipios, permitindo que os
animais atuem como sentinelas da infecgdo (Costa et al.,, 2018). Diante disso,
objetivou-se determinar a presenga de anticorpos anti-N. caninum e anti-T. gondii em
caes naturalmente infectados por L. infantum com quadros clinicos distintos
(assintomaticos e sintomaticos), provenientes do estado de Pernambuco, Brasil. Os
animais infectados com L. infantum foram classificados de acordo com os sinais
clinicos apresentados e as taxas de coinfecgao por N. caninum e T. gondii foram

comparadas.

Material e Métodos

Amostras biolégicas

Foram utilizadas 136 amostras de soro de caes naturalmente infectados por
L. infantum, provenientes do banco de soros do Laboratério de Doencgas Parasitarias
do Departamento de Medicina Veterinaria da Universidade Federal Rural de
Pernambuco (UFRPE). Esses animais foram anteriormente atendidos no
Ambulatério de Leishmaniose Canina do Hospital Veterinario (HOVET-UFRPE) e
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tinham diagndstico parasitoldgico positivo (observagao de formas amastigotas em
aspirado de medula 6ssea ou linfonodo) para a infecgdo por L. infantum. Todos os
soros selecionados foram provenientes de animais domiciliados, de raca, sexo e
idade variados, e que ainda nao tinham sido submetidos ao tratamento para LV.

Com relagdo aos aspectos éticos, conforme parecer da Comiss&o de Etica no
Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE),
para este estudo a licenga CEUA ¢é dispensada, visto que ndao houve manipulagao

de animais, sendo realizada analise de amostras oriundas de banco de soros.

Analise sorolégica

As amostras de soro foram submetidas a Reacdo de Imunofluorescéncia
Indireta (RIFI) para pesquisa de anticorpos IgG anti-N. caninum e anti-T.gondii, de
acordo com o protocolo descrito por Dubey et al. (1988) e Camargo (1964), com
pontos de corte 1:50 e 1:16, respectivamente. Para sensibilizagdo das laminas,
foram utilizados como antigeno taquizoitos da cepa NcSp7 de N. caninum e da cepa
ME-49 de T. gondii, obtidos por meio de cultura em células MA-104 (ATCC®
CRL-2378.1) e purificados através de filtragdo em coluna PD10 (Shepadex). Foram

utilizados controles positivos e negativos em todas as reagdes.

Classificagao dos sinais clinicos para leishmaniose e analise de dados

Foram avaliados dados de registro da amostra, como idade, sexo, raga e
procedéncia (municipio) do animal. De acordo com o registro do atendimento
disponivel no banco de dados do Ambulatério de Leishmaniose Canina, os animais
foram classificados considerando os sinais clinicos apresentados em: assintomaticos
— animais aparentemente saudaveis, sem sinais clinicos sugestivos de leishmaniose;
oligossintomaticos — animais que apresentam aumento de linfonodos (popliteos ou
submandibulares), discreta perda de peso e/ou pelo opaco; sintomaticos — animais
que apresentam sinais clinicos sugestivos de leishmaniose, como alteragdes
cutaneas (dermatite esfoliante, papular, alopecia e/ou ulceras), alteragcdes oftalmicas
(uveite, ceratoconjuntivite e/ou hifema), linfadenomegalia, onicogrifose, caquexia,
conforme descrito por Mancianti et al. (1988) e Megid et al. (2016).

Os resultados obtidos foram analisados utilizando-se analise descritiva para
calculo de frequéncias absoluta e relativa (Sampaio, 2002). Associacdes entre as

coinfecgdes e as variaveis analisadas serédo avaliadas pelo Teste Exato de Fisher (p
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< 0,05). A comparagédo entre a presenga infeccdo por N. caninum, T. gondii e a
classificagdo dos sinais clinicos sugestivos de leishmaniose (assintomaticos,

oligossintomaticos e sintomaticos) foi realizada pelo teste exato de Fisher.

Resultados e Discussao

Em total, foram analisadas 136 amostras, sendo 72 (52,94%) de machos e 64
(47,06%) de fémeas (Grafico 1). Sobre a idade dos céaes, 52 (38,24%) tinham de 0-3
anos, 54 (39,71%) de 4-7 anos, 24 (17,65%) de 8-15 anos e seis (4,41%) com idade
nao informada (Gréfico 2).

Grafico 1. Caracteristicas dos animais positivos para Leishmania infantum avaliados
no estudo de acordo com o sexo.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2025).
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Grafico 2. Faixa etaria dos animais positivos para Leishmania infantum avaliados no
estudo.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2025).
Entre os 136 animais, 87 (63,97%) eram sem racga definida (SRD) e 49

(36,03%) tinham raga definida, conforme o grafico 3. Apesar da prevaléncia elevada

de cdes SRD positivos para leishmaniose, ndo ha relatado na literatura
predisposicao associada a essa caracteristica. Possivelmente, esse dado reflete o
perfil dos pacientes atendidos no HOVET-UFRPE.

Grafico 3. Caracteristicas dos animais positivos para Leishmania infantum avaliados
no estudo de acordo com a raga (SRD: sem raga definida).
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Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

A maioria dos animais eram residentes do municipio de Paulista (46; 33,82%),
seguido por Recife (24; 17,65%) e Olinda (23; 16,91%) (Figura 4). A frequéncia

elevada de animais infectados por L. infantum em Paulista e Olinda pode ser
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explicada por se tratarem de areas endémicas para leishmaniose. A cidade do
Recife ndo é considerada endémica para LV, estando a presenga de caes positivos
associada, provavelmente, a migracdo de animais de areas endémicas para a
cidade ou dos animais residentes para os municipios endémicos, além da
possibilidade de transmisséo transplacentaria, sexual ou iatrogénica (Soares et al.,

2022). Os demais municipios podem ser observados no grafico 4.

Grafico 4. Procedéncia dos animais positivos para Leishmania infantum avaliados
no estudo de acordo com o municipio de residéncia.

0
33,82%
46

40

30

17.65%16,91%

20

10 5,88%

8 294%

221% 221% 0,74% 0,74% 0,74% 0,74% 0,74% 0,74% 0,74% 0,74% 0,74% 0,74% 0,74%
1,47% 1,47%
4 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
3 3 2 2
0
4@ @ @ 23 o > @ > > > @ 2 3 o ] ] @ 3 . >
& o8 & F S LSS S & & A A e &
> < O AN & & @ & & & > Ff &£ & & ¥ Ff & & <&
R PSS S & Y & (LA e IS & & e
& N \s & N\ & > S F A9
¥ () ® & s IS N
S <@ < NS
ISR N IR
O0 'D,QO 50
woo &

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

Das 136 amostras, 42 (30,88%) foram reagentes para anticorpos IgG anti-T.
gondii, 28 (20,59%) foram reagentes para anticorpos IgG anti-N. caninum e 24
(17,65%) foram reagentes para ambos os agentes, indicando uma significativa
frequéncia de coinfeccao.

Estudos utilizando técnicas distintas, que também investigaram a coinfecgao
por Leishmania infantum, Neospora caninum e Toxoplasma gondii em caes de
diferentes regides do Brasil, reportaram frequéncias variadas. Gennari et al. (2006)
encontraram uma taxa de coinfecgao por L. infantum e N. caninum de 32,6% (32/98)

e uma coinfecgéo entre L. infantum e T. gondii de 40,8% (40/98) em céaes da regiao
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de Aragatuba, estado de S&o Paulo. Lopes et al. (2011) relataram a presencga de
coinfecgdo no estado do Piaui, onde 3,2% (17/530) das amostras de caes foram
positivas para IgG anti-N. caninum e 18,0% (100/530) para IgG anti-T. gondii, sendo
todas soropositivas para anticorpos anti-Leishmania sp. Em um estudo subsequente,
esses autores encontraram uma taxa de coinfeccdo com N. caninum de 2,5%
(3/120) e T. gondii 19,17% (23/120) em cées positivos para L. infantum.

Outros estudos, utilizando metodologias distintas, determinaram a prevaléncia
da infecgéo por T. gondii e por N. caninum em caes de diferentes regides do Brasil:
3,3% (2/60) para N. caninum e 25% (15/60) para T. gondii na Regidao Metropolitana
de Belo Horizonte, Minas Gerais (Ribeiro et al., 2011); 7,69% (3/39) para Neospora e
12,82% (5/39) para Toxoplasma em Andradina (Coelho et al., 2013) municipio no
estado de Sao Paulo; 7,5% (4/53) para N. caninum e 15,1% (8/53) para T. gondii em
caes da regiao central do Rio Grande do Sul (Ratzlaff et al., 2018).

Das 136 amostras, 94 foram reagentes para N. caninum ou T. gondii. No que
concerne a infecao por N. caninum, 15 (53,57%) eram caes machos, 14 (50%)
tinham entre 4 e 7 anos de idade e 18 (64,28%) eram SRD. Para T. gondii, 19
(54,76%) eram cées machos, 19 (45,24%) tinham entre 0 e 3 anos de idade e 27
(64,28%) eram SRD. Com relagdo aos animais reagentes simultaneamente para
ambas as infecgdes, 13 (54,17%) eram caes machos, 10 (41,67%) tinham entre 4 e
7 anos de idade e 17 (70,83%) eram caes SRD. O alto numero de caes SRD com
anticorpos IgG anti-N. caninum pode estar relacionado ao grande numero de
animais SRD atendidos no HOVET-UFRPE, visto que ndo é relatado na literatura
predisposic¢ao racial para a infecgdo. As informacgdes detalhadas sobre sexo, idade e
raga, por coinfec¢cdes dos pacientes estdo expostas nos graficos 5, 6 e 7

respectivamente.
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Grafico 5. Distribuigdo dos animais positivos para Leishmania infantum e
coinfectados por Neospora caninum e Toxoplasma gondii avaliados no estudo de
acordo com 0 sexo.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

Grafico 6. Faixa etaria dos animais positivos para Leishmania infantum e
coinfectados por Neospora caninum e Toxoplasma gondii avaliados no estudo.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

Grafico 7. Distribuicdo dos animais positivos para Leishmania infantum e
coinfectados por Neospora caninum e Toxoplasma gondii avaliados no estudo de
acordo com a raga (SRD: Sem Raga Definida).
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Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

A prevaléncia de cées soropositivos na cidade de Paulista foi de 30,43%
(14/46) para N. caninum, 28,26% (13/46) para T. gondii e 17,39% (8/46) para N.
caninum e T. gondii, simultaneamente. Em um estudo anterior realizado por
Figueiredo et al. (2008), foram analisadas 289 amostras de soro de caes de Paulista,
utiizando pontos de corte de 1:50 e 1:64, para N. caninum e T. gondii,
respectivamente. Desse modo, foi observado que 25,95% (75/289) das amostras
foram reagentes para anticorpos anti-N. caninum. Das 75 amostras reagentes, 74
foram testadas para T. gondii e foi observada taxa de coinfecgdo de 56,8% (42/74),
confirmando a circulagdo de N. caninum e T. gondii na regidao apos 15 anos. Além
disso, a cidade do Recife também apresentou frequéncia significativa, com 25%
(6/24) caes reagentes para N. caninum, 29,17% (7/24) para T. gondii e 16,67%
(4/24) para N. caninum e T. gondii. Os detalhes sobre a distribuicdo dos animais
sororreagentes para N. caninum e T. gondii de acordo com municipio de residéncia

estéo disponiveis no grafico 8.

Grafico 8. Procedéncia dos animais positivos para Leishmania infantum e
coinfectados por Neospora caninum e Toxoplasma gondii avaliados no estudo de
acordo com 0 municipio de residéncia.
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A apresentacéo clinica da leishmaniose canina (LCan) pode variar de doenca
subclinica, linfadenopatia e lesdes dermatolégicas até doenca renal cronica
avancgada (Solano-Gallego et al., 2011). A progressao da doenga varia entre os caes
e os fatores que contribuem para essa progresséo ainda s&o pouco compreendidos
(Beasley et al.,, 2021). Muitos estudos indicam uma maior probabilidade de
coinfecgao com outras doengas infecciosas quando um cao € diagnosticado com
LCan (Attipa et al., 2017; 2018; Baxarias et al., 2018; Toepp et al., 2019), visto que
tais coinfecgdes podem favorecer o aparecimento de sinais clinicos ou mesmo
acelerar a progressao da doenca.

Dos 136 caes analisados, 12 n&do apresentavam sinais clinicos registrados no
sistema. Assim, para a classificagdo dos sinais clinicos, conforme descrito por
Mancianti et al. (1988) e Megid et al. (2016), 83,06% (103/124) dos animais eram
sintomaticos, 14,51% (18/124) eram oligossintomaticos e 2,42% (3/124) eram
assintomaticos.

Ao avaliar separadamente os grupos de animais com diferentes condicdes, foi
identificado que, entre aqueles diagnosticados apenas com a infecgdo por L.
infantum, 68,42%  (26/38) eram sintomaticos, 26,31% (10/38) eram
oligossintomaticos e 5,26% (2/38) eram assintomaticos. Entre os coinfectados por L.
infantum e T. gondii, 89,47% (34/38) eram sintomaticos, 7,89% (3/38) eram
oligossintomaticos e 2,63% (1/38) eram assintomaticos. Nos animais coinfectados
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por L. infantum e N. caninum, 92,31% (24/26) eram sintomaticos e 7,69% (2/26)
eram oligossintomaticos. Ja no grupo com coinfecgao pelos trés protozoarios,
86,36% (19/22) eram sintomaticos e 13,64% (3/22) eram oligossintomaticos. Os
dados referentes a distribuicdo dos sinais clinicos nas coinfec¢des estudadas,

apresentando as linhas de tendéncia, podem ser observados no grafico 9.

Grafico 9. Distribuicdo percentual de caes sintomaticos, oligossintomaticos e
assintomaticos positivos para Leishmania infantum e coinfectados com Neospora
caninum e Toxoplasma gondii avaliados no estudo.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2025).
Com base na analise do grafico de distribuicdo de manifestagdes clinicas, os

dados sugerem uma tendéncia de aumento na propor¢ado de animais sintomaticos
conforme se acrescentam coinfec¢gdes. Paralelamente, notou-se uma reducéao
progressiva nas propor¢gdes de animais assintomaticos e oligossintomaticos,
sugerindo que a presenga de coinfecgdes pode estar associada a uma maior
predisposi¢cao ao desenvolvimento de manifestagdes clinicas.

A analise estatistica realizada por meio do teste exato de Fisher, com um
valor de significAncia considerado inferior a 0,05, ndo demonstrou associagéo
significativa entre a presenga de coinfec¢des por L. infantum, T. gondii e N. caninum
e a expressao de sinais clinicos nos caes avaliados. O valor de p foi de 0,369 e
0,206, para T. gondii e N. caninum indicando que a ocorréncia de coinfecgdes nao
esteve estatisticamente relacionada a gravidade dos sinais clinicos na amostra

estudada. Esses achados sugerem que outros fatores podem influenciar as
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manifestagbes clinicas nesses animais, reforcando a necessidade de investigar
outros aspectos das interagdes entre o ambiente, os caes e seu estado imunoldgico.

Visto que esses protozoarios coccidios formam cistos teciduais e podem ficar
de forma latente em tecidos por anos e que a infecgao por L. infantum pode causar
supressao de células T, alerta-se para a possibilidade de reativacao da infec¢ao por
N. caninum durante estagios avangados da LCan, como sugerido também para a
infeccao por T. gondii (Beasley et al., 2021). A reativagdo pode agravar o quadro
clinico dos caes, intensificando manifestagdes clinicas, como sinais neurologicos,
oftalmicos e articulares. Além disso, sabe-se que respostas imunoldgicas alteradas
ou defeituosas promovidas por coinfecgdes subsequentes podem facilitar a
progressao da LCan. Essas coinfecgcbes podem resultar em interagbes sinérgicas
que podem, consequentemente, impactar o diagnéstico da infecgao por L. infantum,
a gravidade da doenca e o tratamento (Toepp et al., 2019; 2020). Portanto,
compreender as interagdes entre L. infantum e outros patégenos pode ajudar no

desenvolvimento de melhores estratégias de prevencéao, diagnostico e tratamento.

Conclusao

A deteccdo de anticorpos anti-7. gondii e anti-N. caninum nos animais
estudados indica a circulagdo do agente na regido e na populagao estudada. A partir
da avaliagdo dos sinais clinicos nos diferentes grupos, observou-se uma tendéncia
ligeiramente maior da ocorréncia de sinais clinicos mais severos em animais
coinfectados. Apesar disso, as anadlises estatisticas sugerem que mesmo havendo
diferenca na proporgcdo de animais sintomaticos entre os grupos, a ocorréncia de
sinais clinicos pode nao estar associada diretamente as coinfecgdes estudadas.
Desse modo, sao necessarios estudos sobre a modulacédo da resposta imunoldgica
em casos de coinfecgdes e sua influéncia nos quadros clinicos das enfermidades

parasitarias.
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3. Consideragoes Finais

O estagio supervisionado realizado no Laboratério Clinico Veterinario da
Universidade Estadual Paulista foi uma experiéncia fundamental para formagao
académica e profissional. Durante o periodo de estagio, foi possivel aplicar os
conhecimentos tedricos adquiridos ao longo do curso de Medicina Veterinaria em
situacoes praticas, desenvolvendo habilidades essenciais para a atuacéo na area. A
oportunidade de acompanhar a realizacdo de exames laboratoriais e a interagao
com profissionais experientes contribuiram significativamente para o aprendizado.

O artigo intitulado "Estudo da coinfecgédo por Leishmania infantum, Neospora
caninum e Toxoplasma gondii em caes do estado de Pernambuco" destaca a
relevancia da pesquisa sobre coinfecgdoes parasitarias em caes, especialmente em
uma regiao onde essas doencas sao prevalentes. Os resultados obtidos evidenciam
a necessidade de um monitoramento continuo e de estratégias de controle e
prevencao mais eficazes para a saude animal e publica. A pesquisa ndo apenas
contribui para o entendimento da epidemiologia das infec¢gbes parasitarias, mas
também ressalta a importancia do diagnostico e de um manejo adequado para

melhorar a qualidade de vida dos animais.
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