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CONSIDERAÇÕES SOBRE A PRESENÇA DE FORMAS 

PROMASTIGOTAS DE Leishmania SPP. EM INTESTINOS, OVÁRIOS E 
GLÂNDULAS SALIVARES DE CARRAPATOS Rhipicephalus sanguineus 

EM CÃES 

 
RESUMO - Nós investigamos a presença de formas promastigotas de 

Leishmania spp. pelo método de imuno-histoquímica em intestinos, ovários e 

glândulas salivares de carrapatos Rhipicephalus sanguineus em cães. Neste 

estudo, foram utilizados, 66 cães  positivos e 33 negativos para Leishmania 

spp. pelo teste Imunoenzimático (ELISA), por exame citológico direto e por 

meio do método da Reação em cadeia da polimerase (PCR). Um total de 990 

carrapatos foram colhidos desses 99 cães, sendo 10 por animal e estes 

foram dissecados, com posterior separação dos intestinos, ovários e 

glândulas salivares. Lâminas contendo os órgãos supramencionados foram 

confeccionadas para a execução da imuno-histoquímica (IHQ). Também foi 

efetuada a PCR em tempo real desses órgãos, bem como a quantificação da 

sua carga parasitária. Pela PCR em tempo real dos intestinos, ovários e 

glândulas salivares dos carrapatos, foram detectadas positividades de 

93,94%, 46,97% e 27,27%, respectivamente. As cargas parasitárias médias 

no intestino foram de 9027,90 Leishmania/µL, nos ovários 411,66 

Leishmania/µL e nas glândulas salivares 305,56 Leishmania/µL. Com relação 

as leituras das lâminas de IHQ, em 98,48%  dos intestinos, 13,64% dos 

ovários e 7,58% das glândulas salivares houve imunomarcação positiva para  

Leishmania spp. Em virtude destes resultados evidenciados pela técnica de 

IHQ, com utilização do anticorpo primário lipofosfoglicano (LPG),  nós 

consideramos a possibilidade da presença de formas promastigotas de 

Leishmania spp. em órgãos de R. sanguineus. 

Palavras-chave: ixodídeos, leishmaniose, canino, imuno-histoquímica, PCR 

em tempo real 

 

 



 

CONSIDERATIONS ABOUT THE PRESENCE OF PROMASTIGOTES OF 
Leishmania SPP. IN THE INTESTINES, OVARIES AND SALIVARY 

GLANDS OF Rhipicephalus sanguineus IN DOGS 
 

SUMMARY - We investigated the presence of promastigotes of Leishmania 

spp. by immunohistochemical method in intestines, ovaries and salivary 

glands of Rhipicephalus sanguineus ticks in dogs. In this study, was used, 66 

dogs positive and 33 negative for Leishmania spp. by immunoenzymatic  test 

(ELISA), direct cytological examination and by polymerase chain reaction 

(PCR). A total of 990 ticks were collected from these 99 dogs, 10 per animal 

and these were dissected, with further separation of the intestines, ovaries 

and salivary glands. Slides of these organs were made for the implementation 

of immunohistochemistry (IHC). Also the  real-time PCR was performed in 

these organs as well as the quantification of that parasite load. For real-time 

PCR of the guts, ovaries and salivary glands of ticks were detected positivities 

93.94%, 46.97% and 27.27%, respectively. The average parasitic loads in the 

intestine were 9027.90 Leishmania/µL, the ovaries 411.66 Leishmania/µL and 

salivary glands 305.56 Leishmania/µL. Regarding the readings of IHC slides 

in 98.48% of the intestines, 13.64% of the ovaries and 7.58% of the salivary 

glands were positive for Leishmania spp. In view of these results shown by 

IHC technique, using the lipofosfoglicano primary antibody (LPG), we 

consider the possibility of the presence of promastigotes of Leishmania spp. 

in R. sanguineus organs. 

 
Keywords: ticks, leishmaniasis, canine, immunohistochemistry, real-time 

PCR 

 

 

 

 

 

 



 10 

 

CAPÍTULO 1 - CONSIDERAÇÕES GERAIS 
 

A Organização Mundial da Saúde (OMS) classifica a leishmaniose como 

a segunda protozoose mais importante da atualidade. Na América Latina, 

essa enfermidade já foi descrita em vários países, sendo que 90% dos casos 

da forma visceral concentram-se no Brasil, especialmente na região nordeste, 

representando um sério problema em Saúde Pública (BRASIL, 2006). 

Entre os anos de 2001 a 2010, 33.473 casos leishmaniose humana 

foram relatados no Brasil, sendo que  2.267 pacientes foram a óbito, segundo 

o Ministério da Saúde (BRAGA et al., 2013; BRASIL, 2011). Esta doença está 

presente em quatro continentes e é considerada endêmica em 98 países, 

colocando em risco mais de 350 milhões de indivíduos. Sua forma visceral 

ocasiona epidemias em larga escala e apresenta elevada taxa de letalidade 

(WHO, 2014). Cerca de 97% dos casos humanos da doença no continente 

americano ocorrem no Brasil,  e mais de 70.000 notificações e 3.800 mortes 

foram notificadas nas últimas três décadas (LARA-SILVA, 2015; PAHO, 

2013). 

O Município de Araçatuba, São Paulo (SP), localiza-se numa região 

endêmica para a leishmaniose visceral canina (LVC). Dados obtidos na 

Superintendência de Controle de Endemias (SUCEN) do município, 

indicaram que 3227 animais estavam infectados no período de 2006 a 2010. 

Em humanos, de acordo com dados da Secretaria de Saúde do Estado, 

foram registrados um total de 1512 casos humanos e 138 óbitos de 1999 a 

2009, sendo que em 2008, 291 pessoas foram diagnosticadas com a doença, 

e destas 23 faleceram (BEPA, 2010). 

De 896 espécies de carrapatos (Ixodida) reconhecidas, em torno de 10% 

das mesmas são implicadas na transmissão de patógenos (GUGLIELMONE 

et al., 2010; JONGEJAN; UILENBERG, 2004). Por serem hematófagos, estes 

ácaros estão predispostos a ingerir muitos tipos de microorganismos em seu 

repasto sanguíneo, mas isto não significa que sejam capazes de transmiti-los 

para outros hospedeiros.  

Com ciclo de vida de três hospedeiros, o Rhipicephalus sanguineus, 

apresenta  estreita relação com esta espécie animal (DANTAS-TORRES, 
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2008; MILLER et al., 2001), com distribuição mundial (DANTAS-TORRES, 

2008),  sabidamente veicula agentes etiológicos de enfermidades (DANTAS-

TORRES, 2010; DANTAS-TORRES et al., 2011). 

Além do inseto Lutzomya longipalpis, vetor principal de Leishmania 

infantum  (FERREIRA et al., 2009), já foi observada presença do protozoário 

em macerados de  pulgas (COLOMBO et al., 2011; COUTINHO; LINARDI, 

2007; FERREIRA et al., 2009) e carrapatos (COLOMBO et al., 2011; 

COUTINHO et al., 2005; DANTAS-TORRES et al., 2010a; MORAIS et al., 

2013; SOLANO-GALLEGO et al., 2012; TROTTA et al., 2012). Nestes 

estudos, foi realizada a PCR para Leishmania nestes ectoparasitos, no 

entanto não foi determinado o papel epidemiológico dos mesmos na 

transmissão da doença, uma vez que todos haviam ingerido sangue de cães 

infectados.  

O primeiro caso humano de leishmaniose foi verificado na Índia por  

Willian Leishman, um soldado que apresentava quadro diarreico , febre e 

esplenomegalia, com evolução para óbito (LEISHMAN, 1903). Durante a 

necropsia, foram observadas grandes quantidades de corpúsculos 

arredondados no baço deste indivíduo (DONOVAN, 1903).  Assim, com 

nomeação de um novo gênero, o então ganhador do prêmio Nobel de 

fisiologia, Ronald Ross, propôs o nome de Leishmania donovani (ROSS, 

1903).  No Brasil o relato pioneiro,  foi descrito em  Corumbá, Mato Grosso do 

Sul , após a confirmação do protozoário no sangue do paciente (MIGONE, 

1913). Após observações, foi constatado que a leishmaniose encontrada no 

Brasil diferia da evidenciada na Índia (CHAGAS, 1936), e o agente etiológico 

nas Américas é a Leishmania (Leishmania) infantum chagasi (CUNHA; 

CHAGAS, 1937). 

A leishmaniose é uma doença enzoótica e zoonótica causadas por 

protozoários do gênero Leishmania, ordem Kinetoplastida, família 

Trypanosomatidae  e classificada em formas tegumentar e visceral 

(MONTEIRO et al., 2005). 

A forma visceral tem como agente etiológico Leishmanias do complexo 

donovani, que compreende a Leishmania (Leishmania) donovani, na Ásia e 

África, Leishmania (Leishmania) infantum na Ásia, Europa e África e 

Leishmania (Leishmania) chagasi nas Américas (LAINSON et al., 1987). 
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A infecção tegumentar pode ser causada pela Leishmania (Viannia) 

braziliensis, Leishmania (Leishmania) amazonensis, Leishmania (Leishmania) 

guyanensis, Leishmania (Viannia) lainsoni, Leishmania (Viannia) shawi e 

Leishmania (Viannia) naiffi (HEPBURN, 2000).   

Em um estudo sobre a evolução e a distribuição geográfica do 

complexo Leishmania donovani, a L. (L.) chagasi e a  L.(L.) infantum, foram 

consideradas a mesma espécie, devido a evidentes similaridades 

moleculares e bioquímicas entre as mesmas (LUKES et al., 2007). 

No Brasil o principal inseto relacionado com a transmissão da 

leishmaniose é a Lutzomia longipalpis, porém recentemente Lutzomyia cruzi 

foi incriminada como vetor no estado de Mato Grosso do Sul (BRASIL, 2006; 

SILVA et al., 2008). 

O flebotomíneo L. longipalpis se infecta ingerindo durante o repasto 

sanguíneo, formas amastigotas do parasito, presentes nas células do sistema 

monocítico fagocitário encontradas na derme do hospedeiro definitivo. No 

tubo digestivo do inseto, transformam-se em promastigotas. Sequencialmente 

a fêmea do flebotomíneo inocula essas formas infectantes, em outro 

hospedeiro. Estas então são fagocitadas por macrófagos retornando a forma 

amastigota, onde se multiplicam causando rompimento da célula. Desta 

maneira ocorre disseminação hematogênica para os tecidos como fígado, 

baço, linfonodo e medula óssea (LAINSON et al., 1987). 

A doença canina, mais prevalente, tem precedido a ocorrência de 

casos humanos (PARANHOS-SILVA et al., 1996). Sabe-se que, apesar de 

ser uma doença de notificação compulsória, os dados disponíveis são 

possivelmente subestimados (GONTIJO; MELO, 2004). O cão doméstico tem 

sido considerado o reservatório de maior importância para a transmissão da 

LV ao homem (DANTAS-TORRES, 2006). 

Inúmeros autores têm relatado a ocorrência de Leishmania spp. em 

cães, como pode ser observado nas Tabelas 1 e 2.  
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Tabela 1 – Ocorrência de Leishmania spp. em cães, notificada por diversos 
autores, em vários estados brasileiros 

 
 Ano Autor (es) Local Técnica Número de 

cães 
examinados 

Número 
de cães 

reagentes 

Positividade 
(%) 

 
2001 

 
Silva et al.  

 
Minas Gerais 

RIFI 644 139 21,6 
PCR 644 70 10,9 

2002 Gontijo et al. Minas Gerais RIFI 148 30 20,3 
2003 França-Silva et 

al. 
Minas Gerais RIFI 33.937 3.300 9,7 

2003 Savani et al. São Paulo RIFI 2.104 12 0,6 
2004 Guerra et al. Roraima RIFI 3.773 390 10,4 
2005 Monteiro et al. Minas Gerais RIFI 4.795 236 5,0 
2005 Silva et al. Rio de 

Janeiro 
RIFI 120 25 20,8 

2006 Silva et al. Minas Gerais PCR 98 28 28,6 
2006 Dantas-Torres 

et al. 
Pernambuco RIFI 322 130 40,4 

2007 Ferreira et al. Minas Gerais RIFI 234 121 51,7 
ELISA 63,2 

2007 
 

Malaquias et al. 
 

Minas Gerais 
 

ELISA 175 24 13,7 
RIFI 49 8 18,2 

2007 Rosypal et al. São Paulo RIFI 107 05  4,7  
2008 Azevedo et al.  Mato Grosso RIFI 1.112 87 7,8 
2008 Rondon et al. Ceará ELISA 750 197 26,2 
2009 Almeida et al. Mato Grosso RIFI 468 16 3,4 
2009 Andrade et al. Mato Grosso 

do Sul 
RIFI 303 91 30,0 

2009 Silva et al. Rio de 
Janeiro 

RIFI 60 25 41,7 

2009 
 

Falqueto et al. Espírito Santo ELISA 109 62 57,0 
RIFI 106 12 11,0 

2009 Troncarelli et al. São Paulo RIFI 200 65 32,5 
2010 Dantas-Torres 

et al. 
Pernambuco RIFI 41 12 29,3 

2010 Figueiredo et 
al. 

Rio de 
Janeiro 

ELISA 305 
 

19 6,2 
RIFI 111 36,4 

2010 Frehse et al. Paraná ELISA 364 01 0,0027 
2010 

 
Oliveira et al. 

 
Bahia  

 
ELISA 312 21 4,9 
RIFI 10 3,2 

2010 Santos et al. Pernambuco RIFI 256 41 16,0 
2011 

 
Coura-Vital et 

al. 
Minas Gerais 

 
ELISA 1.443 

 
230 15,9 

PCR 356 24,7 
2010 Dias et al. Minas Gerais ELISA 6.295 267 4,2 
2011 Felipe et al. Maranhão RIFI 138 66 47,8 
2012 Viol et al. São Paulo ELISA  

408 
 

82 20,1 
RIFI 61 14,9 
PCR 121 29,6 

2013 Silva et al. Rio de 
Janeiro 

ELISA 524 148 28,2 

2014 Campos; Costa Piauí ELISA 65 35 53,8 
2014 Silva et al. São Paulo ELISA 67 48 71,6 
2015 Laranjeira et al. São Paulo ELISA 134 73 54,5 
2015 Costa et al. São Paulo PCR 68 30 88,24 

RIFI= Reação de Imunofluorescência Indireta; ELISA= Ensaio Imunoenzimático 
Indireto; PCR= Reação em cadeia de polimerase 
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Tabela 2 – Ocorrência de Leishmania spp. em cães, notificada por diversos 
autores, em outros países 
 
Ano Autor (es) Local Técnica Número de 

cães 
examinados 

Número 
de cães 

reagentes 

Positividade 
(%) 

1991 Rachamin et al. Portugal RIFI 43 22 51,2 
ELISA 26 60,5 

1996 Sideris et al. Grécia RIFI 1.175 569 48,4 
2000 Natami et al. Marrocos ELISA 323 54 16,7 
2002 Abdeen et al. Israel ELISA 308 17 5,5 
2002 Headington et 

al. 
Reino Unido 

 
PCR 60 37 62,0 
RIFI 12 20,0 

2002 Leontides et al. Grécia RIFI 73 9 12,3 
PCR 46 63,0 

2003 Dereure et al. Sudão RIFI 35 25 71,4 
2003 Grosjean et al. Estados 

Unidos da 
América 

RIFI 957 18 1,9 

2003 Harrat & 
Belkaid 

Algéria RIFI 1.800 666 37,0 

2003 Rami et al. Marrocos RIFI 257 48 18,7 
ELISA 54 21,0 

2004 Amusategui et 
al. 

Espanha RIFI 479 18 3,7 

2005 Ertabaklar et al. Turquia PCR 160 57 35,6 
2006 Fernandez et 

al. 
Colômbia ELISA 610 171 28,1 

2006 Nasereddin et 
al. 

Palestina ELISA 148 10 6,8 

2007 Rosypal, et al. Colômbia RIFI 258 4 1,6 
2008 Tamer et al. Turquia RIFI 65 2 3,0 
2009 Balcioglu et al. Turquia RIFI 176 24 13,6 
2009 Charqui et al. Tunísia RIFI 67 8 12,0 

PCR 14 20,9 
2009 Hassan et al. Sudão PCR 87 2 2,3 
2009 Otranto et al. Itália RIFI 831 79 9,5 
2009 Otranto et al. Itália ELISA 837 143 17,1 
2009 Maresca et al. Itália RIFI 100 8 8,0 
2009 Romero et al. Colômbia RIFI 270 185 68,5 
2009 Toz et al. Turquia RIFI 140 29 20,7 
2010 Cabézon et al. Espanha PCR 48 21 43,8 
2010 Cruz et al. Argentina RIFI 102 40 39,2 
2010 Faye et al. Senegal PCR 160 57 35,6 
2010 Khanmohamadi 

et al. 
Irã RIFI 384 33 11,8 

2011 Kovalenko et al. Uzabequistão PCR 116 10 8,6 
2011 Kovalenko et al. Uzabequistão ELISA 162 51 31,5 
2012 Hamarsheh et 

al. 
Palestina PCR 200 23 11,5 

2012 Hamarsheh et 
al. 

Palestina ELISA 212 16 7,5 

2013 Proverbio et al. Itália RIFI 89 54 60,6 
2014 Mahshid  et al. Irã ELISA 201 31 15,4 

 
RIFI= Reação de  Imunofluorescência Indireta; ELISA= Ensaio Imunoenzimático 
Indireto; PCR= Reação em cadeia de polimerase 
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As leishmanioses viscerais caninas manifestam-se de maneira 

variável: enquanto alguns animais apresentam poucos sintomas como raras 

lesões dermatológicas, outros apresentam-se caquéticos, com alterações 

cutâneas, descamação, nódulos e úlceras, que são freqüentes nas bordas 

das orelhas, podendo ser encontradas distribuídas por toda a superfície 

corpórea. Casos de conjuntivite, blefarite, edema de focinho, onicogrifose, 

paresia das patas posteriores e caquexia têm sido relatados. Nas fases 

adiantadas da doença ocorre esplenomegalia, linfodenopatias, diarréias e 

hemorragia intestinal (FEITOSA et al., 2000; SILVA et al., 2001).  

 O espectro patológico da leishmaniose canina é muito diversa devido 

às diferenças do parasito e a variação das respostas imunológicas individuais 

dos cães, resultando em diversas formas clínicas (SAPORITO et al., 2013).  

 Os parâmetros hematológicos e bioquímicos são muito úteis na 

avaliação do estado clínico do animal podendo dar indícios do diagnóstico e  

prognóstico. Em cães soropositivos para leishmaniose, são características a 

redução do número de hemácias, taxas de hemoglobina e volume globular, 

indicando dessa forma anemia (FREITAS et al., 2012) bem como a elevação 

dos níveis de proteínas totais (MEDEIROS et al., 2008) hiperglobulinemia e 

hipoalbuminemia (CASTRO et al., 2012). 

Para a realização do diagnóstico são utilizadas provas sorológicas que 

apresentam alta sensibilidade e especificidade, porém cães infectados 

podem ser soronegativos ou animais soropositivos podem não apresentar a 

doença. Esse fato pode ser devido a proximidade filogenética existente entre 

Leishmania spp. e outros hematozoários, principalmente o Trypanosoma 

cruzi (T. cruzi) que pertencem a mesma família Tripanosomatidae, 

propiciando a ocorrência de reações cruzadas à sorologia (TRONCARELLI et 

al., 2009).  

O Ministério da Saúde preconiza como técnica sorológica de triagem, 

um teste imunocromatográfico, o DPP® (Dual Path Platform), que usa como 

antígeno uma proteína recombinante da L. infantum rK26/rK39 (GRIMALDI 

JUNIOR et al., 2012; MARCONDES et al., 2013) e o teste de ensaio 

imunoenzimático (ELISA) é usado como teste confirmatório da doença. Este 

último, representa um método simples e rápido para pesquisa desta infecção 
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canina (LIMA et al., 2005; SCALONE et al., 2002,), com a possibilidade de 

processamento de considerável número de amostras em curto intervalo de 

tempo (MAIA; CAMPINO, 2008). 

Os animais soropositivos, apresentando sintomas ou assintomáticos 

devem ser eutanasiados (BRASIL, 2006). Devido a esse fato, para se obter 

um diagnóstico mais apurado, é necessário utilizar técnicas complementares 

como a reação em cadeia pela polimerase (PCR) e o exame parasitológico 

direto (TRONCARELLI et al., 2009).  

O método molecular permite amplificar seqüências de DNA do 

cinetoplasto deste protozoário (ALVES; BEVILACQUA, 2004; PAIVA 

CAVALCANTI et al., 2009), podendo ser utilizados amostras de sangue, 

tecidos cutâneos, nódulos linfáticos, conjuntiva e medula óssea (SOLANO-

GALLEGO et al. 2009). 

A detecção de DNA parasitário pela PCR  foi descrita anteriormente 

em carrapatos (CAMPOS; COSTA, 2014; COLOMBO et al., 2011; 

COUTINHO et al., 2005; DANTAS-TORRES, 2006; DANTAS-TORRES et al., 

2010a; MORAIS et al., 2013; SOLANO-GALLEGO et al., 2012; TROTTA et 

al., 2012), mas nestas pesquisas, não foi executada a IHQ para a 

investigação da presença de promastigotas do protozoário em órgãos do 

referido ectoparasito. 

A macromolécula lipofosfoglicano (LPG) está presente na superfície do 

glicocálice da promastigota (ASSIS et al., 2012; FORESTIER; BOONS, 2014; 

MCCONVILLE; BLACKWELL, 1991; MOODY et al., 1993; NADERER et al., 

2004) e toda as informações a respeito da estrutura da mesma tem sido 

obtida a partir destas formas evolutivas (TURCO; DESCOTEAUX, 1992). 

Estudos evidenciaram especificamente em relação a  Leishmania donovani, 

que suas amastigotas aparentemente não sintetizam LPG (MCCONVILLE; 

BLACKWELL, 1991). As formas promastigotas de todos os parasitos do 

gênero Leishmania sintetizam este lipofosfoglicano, sendo seu principal 
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glicoconjugado, que reveste toda sua superfície parasitária incluindo o flagelo 

(TURCO; DESCOTEAUX, 1992). 

Em alguns países endêmicos para leishmaniose visceral americana, 

como o Brasil, recomenda-se a eutanásia de cães soropositivos para 

leishmaniose (BRASIL, 2006; TRONCARELLI, 2008), mas esta medida além 

de ser ineficaz na taxa de incidência de casos humanos (COSTA, 2011), 

ainda é controversa. 

Medidas de controle a serem preconizadas são implantação de 

campanhas de educação em saúde, diagnóstico precoce de humanos e de 

animais infectados, uso de coleiras repelentes (FOGLIA-MANZILLO et al., 

2006), administração de vacinas (FERNANDES et al., 2008), remoção de 

matéria orgânica ambiental e controle de natalidade de cães (RIBEIRO et al., 

2013). 

 

 
OBJETIVO 

 

Investigar a presença de formas promastigotas de Leishmania spp. 

pelo método de imuno-histoquímica em intestinos, ovários e glândulas 

salivares de carrapatos Rhipicephalus sanguineus em cães.  
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CAPÍTULO 2 - Presença de formas promastigotas de Leishmania spp. 

em intestinos, ovários e glândulas salivares de carrapatos 
Rhipicephalus sanguineus em cães 

 
Resumo - Em determinadas áreas, não são encontrados os flebotomíneos, 

reconhecidos vetores da leishmaniose visceral canina, porém esta ocorre em 

humanos e cães. O DNA parasitário de Leishmania spp. já foi detectado em 

carrapatos, mas seu papel epidemiológico precisa ser elucidado. Nós 

investigamos a presença de formas promastigotas de Leishmania spp. por 

meio de imuno-histoquímica para detecção de lipofosfoglicano (LPG) em 

intestinos, ovários e glândulas salivares de carrapatos Rhipicephalus 

sanguineus em cães. Neste estudo, foram utilizados 66 cães  positivos e 33 

negativos para Leishmania spp. pelo teste Imunoenzimático (ELISA), por 

exame citológico direto e pela Reação em cadeia da polimerase (PCR). Um 

total de 990 carrapatos foram colhidos desses 99 cães, sendo 10 por animal 

e estes foram dissecados, com posterior separação dos intestinos, ovários e 

glândulas salivares. Lâminas contendo os órgãos supramencionados foram 

confeccionadas para a execução da imuno-histoquímica (IHQ). Também foi 

efetuada a PCR em tempo real desses órgãos, bem como a quantificação da 

sua carga parasitária. Pela PCR em tempo real dos intestinos, ovários e 

glândulas salivares dos carrapatos, foram detectadas positividades de 

93,94%, 46,97% e 27,27%, respectivamente. As cargas parasitárias médias 

no intestino foram de 9027,90 Leishmania/µL, nos ovários 411,66 

Leishmania/µL e nas glândulas salivares 305,56 Leishmania/µL. Com relação 

as leituras das lâminas de IHQ, em 98,48%  dos intestinos, 13,64% dos 

ovários e 7,58% das glândulas salivares houve imunomarcação positiva para  

Leishmania spp. Em virtude destes resultados evidenciados pela técnica de 

IHQ, com utilização do anticorpo primário lipofosfoglicano (LPG),  nós 

consideramos a possibilidade da presença de formas promastigotas de 

Leishmania spp. em órgãos de R. sanguineus. 
Palavras-chave: ixodídeos, leishmaniose, canino, imuno-histoquímica, PCR 

em tempo real 
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Considerations about the presence of promastigotes of Leishmania spp. 
in the intestines, ovaries, salivary glands and Rhipicephalus sanguineus 

in dogs 

 
 
SUMMARY - In certain areas, are not found sand flies, recognized vectors of 

canine visceral leishmaniasis, but this disease occurs in humans and dogs. 

The DNA of Leishmania spp. has been detected in ticks, but its 

epidemiological role needs to be elucidated. We investigated the presence of 

promastigotes of Leishmania spp. by immunohistochemical (IHC) in 

intestines, ovaries and salivary glands of Rhipicephalus sanguineus ticks on 

dogs. In this study, we used 66 dogs positive and 33 negative for Leishmania 

spp. by immunoenzymatic (ELISA) test, by direct cytological examination and 

polymerase chain reaction (PCR). A total of 990 ticks were collected from 

these 99 dogs, 10 per animal and these were dissected, with further 

separation of the intestines, ovaries and salivary glands. Slides of the above 

organs were made for the implementation of immunohistochemistry. Also the 

real-time PCR was performed in these organs as well as the quantification of 

the parasite load. For real-time PCR of the guts, ovaries and salivary glands 

of ticks were detected positivities 93.94%, 46.97% and 27.27%, respectively. 

The average parasitic loads in the intestine were 9027.90 Leishmania/µL, the 

ovaries 411.66 Leishmania/µL and salivary glands 305.56 Leishmania/µL. 

Regarding the readings of IHC slides in 98.48% of the intestines, 13.64% of 

the ovaries and 7.58% of the salivary glands were positive for Leishmania 

spp. In view of these results shown by IHC technique, using the 

lipophosfoglicano primary antibody (LPG), we consider the possibility of the 

presence of promastigotes of Leishmania spp. in R. sanguineus organs. 

Keywords: ticks, leishmaniasis, canine, immunohistochemistry, real-time 

PCR 
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1 Introdução 

 O cão é o principal reservatório urbano da leishmaniose visceral, 

zoonose de considerável relevância em saúde pública, transmitida por 

flebotomíneos (WHO, 2005), que apresenta expressiva morbidade e 

mortalidade em 98 países do mundo (WHO, 2014). 

Em determinadas áreas, não são encontrados os flebotomíneos, 

reconhecidos vetores da doença, porém esta ocorre em humanos e cães 

(MICHALSKY et al., 2009). Deste modo, outros ectoparasitos, como pulgas e 

carrapatos, podem estar envolvidos na epidemiologia da enfermidade em 

questão. 

O Rhipicephalus sanguineus,  de distribuição cosmopolita, está 

estreitamente relacionado à espécie canina (DANTAS-TORRES, 2008). Por 

ser hematófago, este ácaro está predisposto a ingerir muitos tipos de 

microorganismos em seu repasto sanguíneo, mas ainda não foi estabelecido 

seu papel como transmissor da infecção por Leishmania (COURA-VITAL et 

al., 2014; COUTINHO; LINARDI, 2007; DANTAS-TORRES, 2010; DANTAS-

TORRES et al., 2010a; DANTAS-TORRES et al., 2010b; DANTAS-TORRES, 

2011; PAZ et al., 2010). 

Nós investigamos a presença de formas promastigotas de Leishmania 

spp. pelo método de imuno-histoquímica em intestinos, ovários e glândulas 

salivares de carrapatos R. sanguineus em cães.  

 

 

 

 



 40 

2 Material e Métodos  

Aprovação do comitê de ética 

O estudo foi aprovado pelo comitê de ética no uso de animais (CEUA) 

da Faculdade de Ciências Agrárias e Veterinárias UNESP, campus de 

Jaboticabal, processo número 011800/11. 

Delineamento experimental 

Inicialmente foi realizada uma triagem com o uso do exame citológico, 

para a visualização de formas amastigotas em linfonodos e/ou medulas 

ósseas de cães de áreas endêmicas e não endêmicas. Posteriormente  o 

diagnóstico foi complementado por ELISA (LIMA et al., 2003) e PCR em 

tempo real de medula-óssea e linfonodo (PEROSSO et al., 2014). 

Desta forma, 99 cães adultos, sem raça definida, sendo que 65 eram 

machos e 34 fêmeas. Dos 66 animais positivos, 33 foram provenientes dos 

Centros de Controle de Zoonoses dos Municípios de Campo Grande, Mato 

Grosso do Sul (MS) e  33 de Araçatuba, São Paulo (SP), ambas áreas 

endêmicas para leishmaniose visceral canina. Os 33 cães negativos para 

esta infecção eram mantidos no Centro de Pesquisas em Sanidade Animal, 

CPPAR, UNESP, Jaboticabal, São Paulo (SP), considerada área não 

endêmica. 

 

Colheitas e Dissecações dos carrapatos  

Um total de 990 carrapatos foram colhidos, sendo 10 por animal e 

estes foram dissecados. Inicialmente foram lavados em solução salina 

tamponada com pH 7,4 e álcool, secos em papel toalha e fixados em placa 
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de petri contendo parafina, para serem dissecados com lâmina de bisturi 

número 11. De cada carrapato, foi separado o intestino, ovário e glândula 

salivar, onde no início foram mantidos em pool em três microtubos contendo 

solução salina tamponada, para a extração de DNA, sendo um microtubo 

para cada um dos órgãos supramencionados. Após o término da dissecação, 

metade da quantidade de cada órgão foi transferida para outro microtubo 

contendo formalina tamponada 10% para posterior realização da Imuno-

histoquímica. A dissecação foi realizada atentando-se para a não ruptura dos 

órgãos,  a fim de se evitar a contaminação, sendo que os rompidos eram 

descartados (DANTAS-TORRES et al., 2010a; EDWARDS et al., 2009). 

Reações de Imuno-histoquímica para detecção de LPG 

Amostras de ovários, glândulas salivares e intestinos dos carrapatos 

foram fixadas em formol e emblocadas em parafina, sendo submetidas a 

microtomia para a obtenção de cortes histológicos de 3 µm (micrometros), 

que foram estendidas em lâminas silanizadas, destinadas aos procedimentos 

da técnica imuno-histoquímica. Os cortes foram desparafinados, re-

hidratados e submetidos à recuperação de antígenos sob calor úmido, sendo 

imersos em solução de ácido cítrico 10 mM/pH 6,0 em panela de pressão, 

por três minutos. Após resfriamento da solução, as lâminas foram lavadas em 

água destilada corrente e levadas ao bloqueio de peroxidase endógena em 

solução de água oxigenada 20 volumes, a 37 ºC por 30 minutos. Ao final 

desta etapa, as lâminas foram novamente lavadas em água corrente, água 

destilada e solução salina tamponada com fosfatos (PBS).  

A seguir, as seções foram incubadas com anticorpo primário 

monoclonal anti-Leishmania LPG (lipofosfoglicano), a 4ºC por 18 horas, 
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diluído a 1:10.000 em solução diluente (soroalbumina bovina a 1% em PBS). 

Após esta etapa, os cortes foram lavados em PBS para prosseguimento da 

reação com anticorpo secundário (kit Spring- Reveal HRP), a 37 ºC por 30 

minutos. Após nova etapa de lavagens em PBS, for aplicado, às seções, o 

polímero conjugado com peroxidase  (kit Spring- Reveal HRP). Seguiu-se 

etapa de lavagens em PBS e as reações foram reveladas com substrato 

cromogênico Diaminobenzidina (Sigma Aldrich) 100 mg% e peróxido de 

hidrogênio 0,1% em PBS. Após revelação, as lâminas foram lavadas em 

água corrente e destilada e submetidas a contra-coloração (leve) com 

Hematoxilina de Harris e, em seguida, montagem com lamínula e meio 

permanente Entellan (Merch) para microscopia. 

Extração de DNA  dos órgãos dos carrapatos 

  As amostras de DNA foram extraídas (SANGIONI et al., 2005) e 

armazenadas no freezer a - 80ºC.  

PCR em tempo real de carrapatos 

 Para este teste foram utilizados os primers ITS1-F e ITS1-R 

(PEROSSO et al., 2014). A PCR foi realizada com um volume total de 20 µl, 

sendo 1,0 µL de cada primer (10 pmol) , 1,0 µl de DNA, 7,0 µL de água ultra 

pura e 10 µL do mix Quantifast Syber Green (Qiagen®, USA) . As PCRs 

foram realizadas em termociclador 1 . As amostras, em duplicata, foram 

incubadas a 50°C por 2 minutos (min), 95°C por mais 2 min e  então por 40 

ciclos de amplificação (95°C por 15 segundos (s) , seguido de 60°C por 30 s). 

                                                           
1 CFX96TM Real-Time System, Bio-Rad®, Hercules, CA, Estados Unidos da 

América  
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O protocolo da curva de melt foi de 95°C por 15 s, 60°C por 15 s seguidos de 

20 min até se alcançar 95°C por 15 s. Água livre de nucleases foi utilizada 

como controle negativo da reação.  

 

Quantificação da carga parasitária 

Para quantificação da carga parasitária, foi utilizada a PCR em tempo 

real com os primers ITS1-F  e ITS1-R. A curva padrão para quantificação foi 

realizada em diluições seriadas em nove diferentes concentrações de 

culturas de promastigotas de Leishmania infantum (PEROSSO et al., 2014). 

A especificidade do primer foi testada utilizando o programa 

computacional Primer-Blast, que não indicou similaridades nucleotídicas com 

Trypanosoma cruzi, Babesia spp. e Ehrlichia spp. 

 

Análise estatística 

 A análise estatística utilizada foi o Teste de McNemar para comparar a 

proporção de positividade para Leishmania entre os órgãos dos carrapatos e 

o Teste de Friedman para comparar a carga parasitária dos mesmos.  

 

3 Resultados  

Os 330 carrapatos do grupo controle, apresentaram resultados 

negativos tanto na PCR como na IHQ. 

Com relação as leituras das lâminas de IHQ, em 98,48% dos 

intestinos, 13,64% dos ovários e 7,58% das glândulas salivares foram 

observadas imunomarcações positivas para Leishmania spp. (Figura 1).  
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FIGURA 1- Fotomicrografias representativas de imunomarcações positivas 

de formas promastigotas de Leishmania spp. em órgãos de teleóginas de 

Rhipicephalus sanguineus. A: Intestino. B: Ovário. C: Glândula Salivar. 

Imunoperoxidase revelada com  diaminobenzina (DAB). Aumento objetiva 

100x. 

Tanto pela IHQ como pela PCR, os intestinos diferiram 

significativamente dos dois outros órgãos, e por sua vez estes últimos não 

apresentaram diferença significativa (p > 0,001) entre si. 

Em relação aos resultados da PCR em tempo real dos intestinos, 

ovários e glândulas salivares dos carrapatos, foram verificadas 93,94%, 

46,97% e 27,27% de positividade, respectivamente. As cargas parasitárias 
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médias no intestino foram de 9027,90 Leishmania/ µL e nos ovários 411,6 

Leishmania/ µL apresentando diferença significativa (p < 0,001). Nas  glândulas 

salivares foram quantificados 305,56 Leishmania/ µL sendo também diferente 

estatisticamente (p < 0,001) quando comparado aos intestinos, porém não 

obtendo esta diferença (p > 0,001) em relação aos ovários analisados.  

Estas reações apresentaram eficiência variando de 76,8 a 96,6%, 

correlação de 0,997 a 0,999 e slope de -3.407 a -4.039. 

Nos intestinos,  foi observada a ocorrência de  98,48% por meio da 

IHQ e  93,94% pela PCR, não sendo constatada diferença significativa 

(p>0,05). A detecção do DNA do parasito pela PCR foi de 46,97% em ovários 

e 27,27% em glândulas salivares, sendo superior (p <0,05) à observada por 

meio da IHQ  que foi 13,64% e 7,58%, respectivamente. 

 

4 Discussão 

Devido ao encontro de imunomarcações positivas pela técnica de IHQ, 

com utilização do anticorpo primário LPG,  nós consideramos a possibilidade 

da presença de formas promastigotas de Leishmania spp. em órgãos de R. 

sanguineus. Esta macromolécula está presente na superfície do glicocálice 

da promastigota (ASSIS et al., 2012; FORESTIER; BOONS, 2014; 

MCCONVILLE; BLACKWELL, 1991; MOODY et al., 1993; NADERER et al., 

2004) e toda as informações a respeito da estrutura da mesma tem sido 

obtida a partir destas formas evolutivas (TURCO; DESCOTEAUX, 1992). 

Estudos evidenciaram especificamente em relação a  Leishmania donovani, 

que suas amastigotas aparentemente não sintetizam LPG (MCCONVILLE; 
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BLACKWELL, 1991). A forma promastigota de todos os parasitos do gênero 

Leishmania sintetizam este lipofosfoglicano, sendo seu principal 

glicoconjugado, que reveste toda sua superfície parasitária incluindo o flagelo 

(TURCO; DESCOTEAUX, 1992). 

Nós conseguimos constatar molecularmente a ocorrência de 

Leishmania spp. em intestinos, ovários e glândulas salivares dos artrópodes 

em questão. A detecção de DNA parasitário pela PCR  foi descrita 

anteriormente (CAMPOS; COSTA, 2014; COLOMBO et al., 2011; 

COUTINHO et al., 2005; DANTAS-TORRES, 2006; DANTAS-TORRES et al., 

2010a; MORAIS et al., 2013; SOLANO-GALLEGO et al., 2012; TROTTA et 

al., 2012), mas nestas pesquisas, não foi executada a IHQ para a 

investigação da presença de promastigotas deste protozoário em órgãos do 

referido ectoparasito. 

A dissecação dos órgãos dos artrópodes envolvidos em nosso estudo, 

foi por si só uma tarefa meticulosa a ser efetuada, demandando especial 

critério em virtude da fragilidade dos tecidos destes parasitos, bem como por 

seu tamanho diminuto exigindo habilidade na utilização do 

estereomicroscópio. 

Pesquisas anteriores investigaram  a ocorrência da infecção por 

Leishmania em carrapatos não dissecados, o que impossibilita tecer 

comparações com os resultados obtidos no presente estudo, em que foi 

efetuada a separação dos órgãos. No entanto, deve ser citado o ensaio em 

que foi detectada positividade em dois pools de glândulas salivares de 22 

ixodídeos de cães sorologicamente positivos provenientes da Itália (DANTAS-

TORRES et al., 2010a). Com base nesta argumentação, não discutimos os 
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resultados da quantificação da carga parasitária de todos os órgãos nos 

artrópodes estudados. 

Este foi o primeiro trabalho onde foram utilizadas amostras 

individualmente colhidas de intestinos, ovários e glândulas salivares de 

carrapatos para se pesquisar a presença de Leishmania spp. com o uso da 

ferramentas molecular associada à investigação imuno-histoquímica. 

Importante ressaltar que nos carrapatos foi encontrada maior 

positividade nos intestinos do que nos ovários e nas glândulas salivares, tanto 

pela PCR como pela IHQ. Particularmente a disseminação transovariana do 

parasito foi demonstrada pela detecção  do mesmo pela PCR em tempo real 

em ovos e larvas de fêmeas dos carrapatos infectados experimentalmente 

(DANTAS-TORRES et al., 2010b).  

A presença deste protozoário nestes ectoparasitos é esperada, já que os 

mesmos se alimentam do sangue do hospedeiro. Neste estudo houve o 

cuidado de se minimizar este efeito por meio da dissecação do carrapato no 

dia  da colheita. Possivelmente, o tempo para o processamento e a dissecação 

dos artrópodes pode interferir nos resultados correspondentes à carga 

parasitária, uma vez que no caso do flebotomíneo a competência vetorial 

depende da habilidade dos parasitos sobreviverem à ação das proteases 

intestinais  (KAMHAWI, 2006). 

A susceptibilidade para a infecção dos carrapatos  por  L. chagasi foi 

comprovada, utilizando inoculação por via peritoneal e oral em hamsters 

(COUTINHO et al., 2005). Este achado assume particular importância quando 

se considera a possibilidade de caninos eventualmente ingerirem ectoparasitos, 

porém essa questão necessita ainda ser melhor esclarecida. 
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Para se confirmar o verdadeiro papel do R. sanguineus como um vetor 

da infecção por L. chagasi , é necessário estabelecer a capacidade deste 

suportar o crescimento, a multiplicação e a transmissão transestadial do 

referido protozoário (PAZ et al., 2010). 

 

5 Conclusão 

Por termos observado  imunomarcações positivas pela técnica de IHQ, 

com utilização do anticorpo primário LPG, detectamos a presença de formas 

promastigotas de Leishmania spp. em órgãos de R. sanguineus. 
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