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RESUMO 

 
MIRANDA, D.F.H.M. Alterações na medula óssea de cães com leishmaniose 
visceral: um estudo clínico-patológico. 2018. 122f.. Tese (Doutorado em Ciência 
Animal). Programa de Pós-Graduação em Ciência Animal, Universidade Federal do 
Piauí, Teresina, 2018. 
 
A medula óssea é considerada um dos órgãos alvos para a detecção de Leishmania spp. 
Estudos mostram que a presença do parasita causa alterações relevantes na 
hematopoiese e, por conseguinte, levando a citopenias periféricas comumente 
observadas em pacientes humanos e caninos com leishmaniose visceral (LV). Diante 
disso, o presente estudo teve como objetivos o estudo clínico, parasitológico e histológico 
da medula óssea de cães naturalmente infectados por Leishmania infantum, 
classificados em assintomáticos e sintomáticos, bem como avaliar o efeito do tratamento 
com alopurinol na medula óssea e na resposta clínico-laboratorial de cães naturalmente 
infectados por L. infantum. Nesse contexto, foram utilizados inicialmente quarenta e seis 
cães classificados de acordo com o escore clínico: assintomáticos (n=9), sintomáticos 
(n=30), animais não infectados (n=7), os quais foram submetidos à avaliação clínico-
laboratorial, histopatológico e análise fenotípica por citometria de fluxo da medula óssea. 
Em um segundo momento, seis cães foram submetidos ao tratamento com alopurinol, 
na dose de 20mg/kg, via oral, por 90 dias, os quais foram acompanhados do início do 
tratamento (D0) a 120 dias após o início do tratamento (D120). Análise clínica, 
laboratorial, parasitológica, mielograma e a análise histopatológica da medula óssea 
foram realizadas para investigar as modificações ocorridas na medula óssea após o 
tratamento. Dos cães com LV, as principais alterações clínicas observadas foram: 89% 
apresentaram linfadenomegalia (35/39), 41% lesões cutâneas (34/39), 38,46% lesões 
oculares (15/39). Anemia foi observada em 82% (32/39) dos cães, trombocitopenia em 
30,78% (12/39), hipergamaglobulinemia em 64,1% (25/39). No exame histopatológico da 
medula óssea, os cães apresentaram aumento da celularidade, hiperplasia da série 
mieloide, aumento da relação M:E e aumento de macrófagos na morfometria em animais 
assintomáticos. Além disso, foi observado um aumento significativo de fibras de reticulina 
nos cães com LV, sendo em maior intensidade nos animais sintomáticos. Na medula 
óssea dos cães com LV, também foi observado um aumento significante de macrófagos 
correlacionados positivamente com a carga parasitária (P=0,009). Pela citometria de 
fluxo, a intensidade média de fluorescência de MHCII em células CD14+ foi menor nos 
animais sintomáticos. Nos animais submetidos ao tratamento na avaliação clínica do D0, 
100% (6/6) apresentavam linfadenomegalia, 66,7% (4/6) lesões cutâneas e 66,7% (4/6) 
mucosas hipocoradas. No D120, 100% (6/6) apresentavam linfadenomegalia e 50% (3/6) 
lesões cutâneas. Na avaliação laboratorial no D0, as alterações marcantes foram anemia 
em 83,3% (6/5) dos cães e 66,7% (4/6) com hiperproteinemia. No D120, houve 
recuperação da anemia em 83% dos animais e redução dos níveis de IgG total e das 
subclasses IgG1 e IgG2. Na avaliação do mielograma no D0, observou-se redução de 
precursores eosinofílicos (mielócito, metamielócitos e bastonetes) e de metamielócitos 
neutrófilos. No D120, houve redução de segmentado neutrófilo e aumento de 
plasmócitos. Em conclusão, alterações na celularidade e fibrose da medula óssea 
ocorrem em animais naturalmente infectados por L. infantum sendo mais acentuadas em 
animais sintomáticos. Animais submetidos ao tratamento com alopurinol apresentam 
melhora clínico-laboratorial e modificações na celularidade avaliada no mielograma.  
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ABSTRACT 

 

MIRANDA, D.F.H.M. Changes in the bone marrow of dogs with visceral leishmaniasis: a 
clinical-pathological study. (Thesis) 122f. Universidade Federal do Piauí, Teresina, 2018. 
 

Bone marrow is considered one of the target organs for the detection of Leishmania spp. 

Studies have shown that the presence of the parasite causes relevant changes in 

hematopoiesis and therefore leading to peripheral cytopenias commonly observed in 

human and canine patients with visceral leishmaniasis (VL). The aim of the present study 

was to study the clinical, parasitological and histological aspects of the bone marrow of 

dogs naturally infected with Leishmania infantum classified as asymptomatic and 

symptomatic, as well as to evaluate the effect of treatment with allopurinol in the bone 

marrow and clinical- laboratory of dogs naturally infected by L. infantum. In this context, 

forty-six dogs classified according to the clinical score were asymptomatic (n = 9), 

symptomatic (n = 30), non-infected animals (n = 7), which were submitted to clinical-

laboratory evaluation , histopathology and phenotypic analysis by flow cytometry of the 

bone marrow. In a second phase, six dogs were treated with allopurinol at a dose of 20mg 

/ kg orally for 90 days, followed by treatment (D0) at 120 days after treatment (D120) . 

Clinical, laboratory, parasitological, myelogram and histopathological analysis of the bone 

marrow were performed to investigate the changes occurred in the bone marrow after the 

treatment. Of the dogs with LV, the main clinical alterations observed were: 89% had 

lymphadenomegaly (35/39), 41% had cutaneous lesions (34/39), 38.46% had eye lesions 

(15/39). Anemia was observed in 82% (32/39) of dogs, thrombocytopenia in 30.78% 

(12/39), hypergammaglobulinemia in 64.1% (25/39). In the histopathological examination 

of the bone marrow, the dogs presented increased cellularity, myeloid series hyperplasia, 

increased M: E ratio and increased macrophages in morphometry in asymptomatic 

animals. In addition, a significant increase of reticulin fibers was observed in dogs with 

LV, being more intense in the symptomatic animals. In the bone marrow of dogs with VL, 

a significant increase of macrophages positively correlated with parasite load (P = 0.009) 

was also observed. By flow cytometry, the mean MHCII fluorescence intensity in CD14 + 

cells was lower in symptomatic animals. In the animals submitted to treatment in the 

clinical evaluation of D0, 100% (6/6) had lymphadenomegaly, 66.7% (4/6) cutaneous 

lesions and 66.7% (4/6) hypochromic mucous membranes. In D120, 100% (6/6) 
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presented lymphadenomegaly and 50% (3/6) cutaneous lesions. In the laboratory 

evaluation in the D0, the marked changes were anemia in 83.3% (6/5) of the dogs and 

66.7% (4/6) with hyperproteinemia. In D120, anemia was recovered in 83% of the animals 

and the levels of total IgG and subclasses IgG1 and IgG2 were reduced. In the evaluation 

of the myelogram at the D0, a reduction of eosinophilic precursors (myelocyte, 

metamielocytes and rods) and neutrophil metamielocytes was observed. In D120, there 

was a reduction of the target neutrophil and increase of plasma cells. In conclusion, 

alterations in cellularity and fibrosis of the bone marrow occur in animals naturally infected 

by L. infantum being more pronounced in symptomatic animals. Animals submitted to 

treatment with allopurinol present clinical-laboratory improvement and modifications in 

the cellularity evaluated in the myelogram. 

 

Key words: visceral leishmaniasis, dog, bone marrow, histopathology, myelogram, 

fibrosis, allopurinol. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

No Brasil, a leishmaniose visceral (LV) vem se espalhando gradualmente nos 

últimos 30 anos, sendo considerada um grave problema para a saúde pública 

(WERNECK, 2014). No país, epidemias de LV foram relatadas em centros urbanos como 

Teresina (COSTA; PEREIRA; ARAÚJO, 1990), Natal (JERONIMO et al., 1994), São Luís 

(SILVA et al., 2008), Boa Vista (GUERRA et al., 2004), Cuiabá (MESTRE et al., 2011), 

Campo Grande (BOTELHO; NATAL, 2009) e Belo Horizonte (SILVA et al., 2001). Nesse 

cenário, os canídeos domésticos são os reservatórios  domésticos da doença por 

apresentarem elevado parasitismo cutâneo mesmo quando clinicamente assintomáticos 

(DEANE, 1956; HARHAY et al., 2011; COSTA, 2012). 

Na leishmaniose visceral canina (LVC), as manifestações clínicas são 

inespecíficas e aparecem devido ao acometimento de órgãos ricos em células do sistema 

fagocítico mononuclear como baço, fígado, medula óssea e linfonodos.  Muito embora 

as lesões histopatológicas sejam classicamente descritas nesses órgãos (XAVIER et al., 

2006; SOLANO-GALLEGO et al., 2011), ainda são limitadas as informações sobre o 

padrão histopatológico e a natureza das lesões na medula óssea de cães com LV 

(MOMO et al., 2014), particularmente, em abordagens que visam à busca de parâmetros 

com valor prognóstico e/ou preditivo e às alterações ocorridas nesse órgão após 

tratamento para LVC.  

Assim, a medula óssea vermelha, por ser alvo para a proliferação de Leishmania 

em cães e humanos, gera modificações no funcionamento desse órgão ocasionando 

citopenias no sangue periférico (BOGLIOLO, 1956; DHINGRA et al., 2010; 

HAZNEDAROGLU et al., 2002; KUMAR et al., 2007; MOMO et al., 2014). Alterações 

hematológicas sempre estão presentes desde os primeiros sinais da doença (KEENAN 

et al., 1984), sendo a anemia a mais frequente (em torno de 50-70% dos casos) em graus 

variáveis de gravidade (FREITAS et al., 2012). No entanto, de acordo com a evolução 

da infecção, a leucopenia e trombocitopenia são observadas em diversos casos e, 

juntamente com a anemia, representam a forma hematológica mais grave, conhecida 

como pancitopenia (ALVAR et al., 2004; PETANIDES et al.,2008; FREZOULIS et al., 

2017).   

Com base nos principais mecanismos envolvidos nas alterações hematológicas 

na LVC, sabe-se que parte deles estão relacionados ao comprometimento da medula 
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óssea, que é observado por alterações no mielograma como hiperplasia mieloide com 

aumento de precursores de neutrófilos e granulócitos, aumento de macrófagos, 

monócitos, plasmócitos e células de Mott, alterações envolvendo a série vermelha 

(eritrofagocitose, hipoplasia eritróide e displasia) e displasia megacariocítica (ANOSA; 

IDOWU, 1983; YAMAGUCHI et al., 1983; FOGLIA MANZILLO et al., 2006). Em poucos 

relatos na literatura, as principais lesões histopatológicas na medula óssea vermelha de 

cães com LV são identificadas por presença de granulomas, displasia megacariocítica, 

hipoplasia de células brancas, infiltrado inflamatório constituído principalmente por 

plasmócitos e macrófagos, presença de hemossiderina e em casos mais graves pode 

ocorrer aplasia medular (TOPLU; AYDOGAN, 2011; MOMO et al., 2014), mas sem um 

estudo aprofundado sobre a repercussão das mesmas na progressão da doença. Em 

pacientes humanos com LV, como a anemia é comprovadamente um fator de risco, têm-

se várias pesquisas reforçando a identificação de possíveis parâmetros na medula óssea 

de importância prognóstica, a saber, fibrose (KUMAR et al., 2007; TOOGEH et al., 2010).  

Diante do exposto, o comprometimento da medula óssea é evidente nos cães com 

LV, mas a caracterização morfológica das lesões nesse órgão é pobremente discutida 

na LVC. Assim, propusemos um estudo do padrão histopatológico das lesões na medula 

óssea em cães naturalmente infectados por L. infantum e o efeito do tratamento nesse 

órgão. 
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REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 Leishmania e Leishmanioses 

 

As leishmanioses são consideradas umas das doenças tropicais mais 

negligenciadas do mundo. São relatadas como endêmicas em cinco continentes, com 

310 milhões de pessoas em risco de desenvolver a doença. Aproximadamente 90% dos 

casos estão concentrados em apenas seis países: Bangladesh, Brasil, Etiópia, Índia, 

Nepal e Sudão (ALVAR et al., 2012; WHO, 2017) (Figura 1).  

 

 

 

 

Nas leishmanioses, dependendo da espécie envolvida, tem-se a doença cutânea 

ou visceral. Nas leishmanioses cutâneas, as lesões podem estar presentes na pele de 

forma localizada ou disseminada, bem como nas mucosas. No Velho Mundo, as 

principais espécies são Leishmania (Leishmania) aethiopica, Leishmania (Leishmania) 

major, Leishmania (Leishmania) donovani e nas Américas são Leishmania (Viannia) 

braziliensis, Leishmania (Viannia) panamensis, Leishmania (Viannia) guyanensis, 

Leishmania (Leishmania) amazonensis, Leishmania (Leishmania) mexicana (TORRES-

GUERRERO et al., 2017). Em outros casos, disseminam-se para órgãos internos, tais 

como, o fígado, baço e medula óssea, causando a leishmaniose visceral (LV) que é fatal 

Figura 1: Status da edemicidade da leishmaniose visceral humana no mundo (WHO, 
2015). 
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quando não tratada (DRUZIAN et al., 2015), levando a, aproximadamente, 20.000 a 

40.000 mortes por ano no mundo (WHO, 2017). 

A LV é uma zoonose causada por protozoários do gênero Leishmania, da ordem 

Kinetoplastida e família Trypanosomatidae (ALVAR; YACTAYO; BERN, 2006). 

Caracteriza-se por uma doença endêmica zoonótica causada pelas espécies Leishmania 

(Leishmania) donovani e Leishmania (Leishmania) infantum (sinônimo de L. chagasi nas 

Américas) (MAURÍCIO; STOTHARD; MILES, 2000; PALATNIK-DE-SOUSA et al., 2001; 

REITHINGER et al., 2007).  

Considerando a presença ou ausência de reservatórios animais para 

Leishmania, dois tipos básicos de ciclos epidemiológicos são observados: a forma 

zoonótica, geralmente causada pela L. infantum nas Américas, Oriente Médio, Ásia 

Central, China e Mediterrâneo, sendo os cães os reservatórios domésticos, e a forma 

antropozoonótica com transmissão de humanos para humanos sem envolvimento de 

reservatório animal, causada pela L. donovani, que é prevalente na África Ocidental, 

Bangladesh, Índia e Nepal  (GRAMICCIA, 2011; PALATNIK-DE-SOUSA; DAY, 2011; 

ROATT et al., 2014). 

No ambiente silvestre, os principais reservatórios são também canídeos, 

destacando-se as raposas Cerdocyon thous (SHERLOCK, 1996; SOUZA et al., 2010), 

Lycalopex vetulus , Spheotos venaticus (FIGUEIREDO et al., 2008; SOUZA et al., 2010), 

Didelphis albiventris  (HUMBERG et al., 2012), gambás – Didelphis marsupialis  

(CORRECTOR et al., 1989; ZULUETA et al., 1999) e ratos – Rattus rattus (ZULUETA et 

al., 1999). 

As leishmânias são transmitidas entre hospedeiros humanos e animais pela 

picada de fêmeas de flebotomíneos infectadas no ato do repasto sanguíneo, sendo estas 

pertencentes ao gênero Phlebotomus, encontrado no Velho Mundo e Lutzomyia, nas 

Américas (MACHADO-COELHO et al., 1999; MAROLI et al., 2013; MCGWIRE; 

SATOSKAR, 2014). Aproximadamente das 900 espécies de flebotomíneos conhecidas, 

em torno de 70 delas tem sido implicada na transmissão da leishmaniose (READY, 

2013). No Brasil, o principal vetor envolvido na transmissão do parasito é da espécie 

Lutzomyia longipalpis, mas no Estado do Mato Grosso do Sul (MS) já se tem registrado 

transmissão por meio da espécie Lutzomyia cruzi (DE OLIVEIRA et al., 2017).  

As formas infectantes das leishmânias, que são transmitidas aos hospedeiros 

vertebrados pelos vetores, são as promastigotas metacíclicas. O parasita também 
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apresenta as formas paramastigota e promastigota não metacíclicas que se multiplicam 

no trato digestivo dos vetores e as formas amastigotas que são parasitos obrigatórios 

das células do sistema fagocítico mononuclear (SFM) do hospedeiro vertebrado 

(ALCOLEA et al., 2010).  

No Brasil, a LV era uma doença predominantemente rural, mas atualmente se 

encontra em franca expansão e urbanização (GONTIJO; MELO, 2004; MARCONDES; 

ROSSI; ROSSI, 2014). De acordo com o Ministério da Saúde, dos 27 estados brasileiros, 

26 estados já notificaram casos da enfermidade em humanos, sendo que no ano de 2016 

foram registrados 3.200 novos casos, distribuídos em 1.523 no Nordeste, 578 na região 

Norte, 492 na região Sudeste, 158 na região Centro Oeste, 9 na Região Sul e 340 nas 

unidades federativas ignoradas, e os cinco estados com maior número de casos são o 

Maranhão (655), Minas Gerais (592), Pará (341) Ceará (283), e Tocantins (208) 

(BRASIL, 2017). 

No Piauí, foram registrados entre 1990 a 2016, 1.369 casos, com 236 óbitos 

nesse período, a taxa de incidência da doença oscilou durante os anos, sendo que em 

2016 a incidência da LV no estado foi de 5,4% (BRASIL, 2017).  

A primeira grande epidemia de LV no Brasil ocorreu em Teresina (COSTA; 

PEREIRA; ARAÚJO, 1990; DRUMOND; COSTA, 2011). Atualmente, os municípios do 

Piauí onde há maior número de casos de LV são: Teresina (86,2%), Parnaíba (6,6%), 

Miguel Alves (5,0%) e Floriano (3,6%) (SILVA et al., 2012).  

 

2.2 Leishmaniose visceral canina (LVC)  

 

O cão possui grande importância epidemiológica no ciclo biológico da LV pelo 

fato de a prevalência canina ser alta em áreas endêmicas, uma vez que esse hospedeiro 

é a primeira escolha, no ambiente urbano, para o repasto sanguíneo pelo flebotomíneo 

e mais suscetíveis à infecção (WERNECK, 2014). Além disso, muitos cães infectados 

não apresentam sintomatologia da doença, porém, podem albergar parasitos na derme 

(DEANE, 1956; LAURENTI et al., 2013).  

Em áreas endêmicas, a LVC é altamente prevalente, afetando cerca de 60% a 

80% da população de cães, mas é acompanhada por uma baixa taxa de doença clínica 

(BERRAHAL et al., 1996; SOLANO-GALLEGO et al., 2011; SILVA et al., 2012). Em 

Teresina, Piauí, cidade endêmica para LV, entre 1999 e 2009 foram registrados 20.969 



23 

 

casos de cães infectados, com prevalência de 19,27 casos/1000 cães (DRUMOND; 

COSTA, 2011). 

Do ponto de vista imunológico, existem duas populações de cães infectados: 

uma que é claramente suscetível e outra resistente. Essas duas populações respondem 

clínico, imunológico e patologicamente diferente à infecção por L.  infantum (COSTA, 

2012). 

As manifestações clínicas da LVC são variáveis, pois as características clínicas 

de cada animal, bem como a evolução da doença dependem de complexas interações 

entre o parasito e as respostas imunológicas e genéticas de cada hospedeiro 

( MANCIANTI et al., 1988; MAIA et al., 2010; BELO et al., 2013). As lesões cutâneas são 

as principais queixas dos proprietários tais como: alopecia (Figura 2A), onicogrifose, 

descamação, lesão ulcerativa (Figura 2B), hiperqueratose, hipotricose e a presença de 

crostas localizadas ou generalizadas (SARIDOMICHELAKIS; KOUTINAS, 2014) mas 

podem ser observados outros sinais clínicos como hepatoesplenomegalia, 

linfadenopatias, cegueira, febre, hemorragia, diarreia, neuralgia, poliartrite, perda de 

peso grave (Figura 3B) e ceratoconjutivite ( SOLANO-GALLEGO et al., 2011; SILVA et 

al., 2017). 

 

 

 

 

2.3 Aspectos Gerais da Imunidade na LVC 

 
O curso da LVC está relacionado com a resposta imune do hospedeiro e com a 

persistência e proliferação do parasita na pele e nos órgãos internos. A resposta imune 

inata é responsável pela manutenção do parasita no organismo, já a resposta imune 

adaptativa responde pelo controle da infecção (MORENO; ALVAR, 2002).  

Figura 2: (A) Alopecia periocular, (B) lesão ulcerativa no lábio, (C) perda de peso 
grave (Arquivo pessoal-LIV, 2016). 
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Cães sintomáticos exibem supressão da resposta imune do tipo T helper 1 (Th1), 

estando associada com a ativação de células de perfil Th2 e predomínio de linfócitos T 

CD8 (PINELLI et al., 1994), havendo produção de citocinas IL-4, IL-5, IL-10, IL-13 e TGF- 

β (BARBIERI, 2006; LEAL et al., 2014). Já a resistência à infecção está associada com 

o perfil de resposta do tipo Th1 com a secreção de citocinas IL-12, IFN-γ, IL-2 e TNF-α, 

envolvidas na ativação de macrófagos para eliminar amastigotas intracelulares  (PINELLI 

et al., 1995, 1999; CORRÊA et al., 2007; LAGE et al., 2007; MENEZES-SOUZA et al., 

2011). 

Como visto, a infecção por Leishmania é controlada quando exibe um perfil de 

resposta mediada principalmente por células T, com a ativação de macrófagos 

(CARRILLO; MORENO, 2009).  Essas células, mesmo sendo alvo da infecção, quando 

ativadas adequadamente, são eficazes na eliminação da Leishmania intracelular (LIU; 

UZONNA, 2012). No entanto, os macrófagos são modulados de maneira coordenada a 

expressar e/ou produzir moléculas essenciais para a sua atividade leishmanicida ou não 

(MAUËL, 1990; HANDMAN; BULLEN, 2002; LIU; UZONNA, 2012).  

Estudos vêm sendo conduzidos na tentativa de esclarecer os eventos iniciais que 

ocorrem após a interação dos macrófagos com a L. infantum, para isso são avaliados 

diversos marcadores de superfície expressos por monócitos/macrófagos, dentre eles o 

CD14 e o complexo principal de histocompatibilidade de classe II (MHCII) (AMORIM et 

al., 2011). Amorim et al. (2011) demonstrou que a elevada expressão de CD14+CD11b+ 

e MHCII em células no sangue periférico de cães infectados com L. infantum estava 

relacionada com baixa taxa de infecção dos flebotomíneos através do xenodiagnóstico, 

sugerindo que a expressão desses receptores é importante para que essas células 

possam desempenhar sua atividade antiparasitária. Outro estudo realizado por 

Figueiredo et al. (2013), mostrou que o aumento da expressão de receptores, dentre eles 

CD14+ em macrófagos estava relacionado à menor carga parasitária no jejuno de cães 

infectados. 

 

2.4  Alterações hematológicas na Leishmaniose Visceral Canina (LVC) 

 

Estudos vêm demonstrando que o perfil hematológico pode servir como marcador 

para a determinação da gravidade da LVC, em particular, a anemia (REIS et al., 2006). 

As alterações hematológicas frequentemente relatadas são anemia, linfocitose, 
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eosinopenia, leucopenia, que pode ser moderada ou acentuada, e trombocitopenia 

(FREITAS et al., 2012).  

Na LVC, a anemia é normocítica normocrômica, principalmente, em animais 

sintomáticos (LEAL et al., 2014). As causas de anemia podem estar associadas a perdas 

de sangue devido à epistaxe e ulcerações de pele, hemólise extra e instravascular 

associada com hiperesplenismo, processos inflamatórios, hipoplasia ou aplasia medular 

e deficiência nutricional ( REIS et al., 2006; NICOLATO et al., 2013; ULCHAR; CELESKA; 

STEFANOVSKA, 2015). DE LUNA et al. (2000) demonstraram diminuição da fluidez 

lipídica da membrana de eritrócitos de cães com anemia decorrente da infecção por L. 

infantum, tendo como possível mecanismo para tal alteração a ocorrência de 

modificações de citoaderência nos receptores/ligantes de eritrócitos e aumento na 

rigidez celular favorecendo assim o sequestro esplênico das hemácias e sua 

consequente destruição, nesses animais. 

As alterações leucocitárias são variáveis não sendo observado um padrão 

específico para a doença.  Reis et al. (2006) demonstraram que, na evolução clínica da 

LVC, observam-se alterações hematológicas na série branca como linfocitose, em cães 

assintomáticos, e leucopenia caracterizada por monocitopenia, linfocitopenia e 

eosinopenia em cães sintomáticos. A neutrofilia pode estar presente como resposta à 

inflamação sistêmica e é evidente em animais com lesões cutâneas ulcerativas e com 

infecções bacterianas secundárias (NICOLATO et al., 2013; VIADANNA et al., 2017). As 

causas da leucopenia na LVC são multifatoriais sendo que a disfunção medular e/ou 

recrutamento de leucócitos para os órgãos afetados pelo parasito são as mais relatadas 

(NICOLATO et al., 2013).  

A trombocitopenia é relatada em aproximadamente 15 a 50% dos animais 

infectados (COSTA-VAL et al., 2007; FREITAS et al., 2012), com redução mais 

acentuada de plaquetas em animais coinfectados com Ehrlichia canis, Anaplasma 

phagocytophilum ou A. platys (DE TOMMASI et al., 2014). As possíveis causas de 

trombocitopenia no sangue periférico de cães com LV têm-se atribuído a alterações no 

endotélio pela vasculite, esplenomegalia, alterações na trombocitopoiese secundária a 

alterações imunomediadas, aumento na destruição e consumo de plaquetas, e a 

presença de anticorpos antiplaquetários (CORTESE et al., 2009; ULCHAR, CELESKA; 

STEFANOVSKA, 2015). A pancitopenia é caracterizada pela anemia, leucopenia e 

trombocitopenia e geralmente é observada nas fases mais avançadas da LVC. Em cães 
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com LV de áreas endêmicas no Mediterrâneo, a pancitopenia tem sido relatada em 

aproximadamente 23,5 a 33,6% dos animais (FREZOULIS et al., 2017). Dentre as 

principais causas relatadas sobre essa alteração, a disfunção na hematopoiese, devido 

à ação de citocinas inflamatórias, parece ser a principal causa (NICOLATO et al., 2013). 

 

2.5 Medula óssea 

A medula óssea (MO) é um tecido viscoso composto de um complexo 

microambiente que fornece suporte estrutural e nutricional essencial para a produção, 

diferenciação, proliferação, maturação e desenvolvimento de várias linhagens de células 

sanguíneas. Assim, a medula óssea é indiscutivelmente o órgão mais dinâmico e auto-

renovável (ORKIN; ZON, 2008). 

Histologicamente, o tecido é dividido em medula óssea vermelha e medula óssea 

amarela. A medula óssea vermelha é preenchida por uma rede de sinusóides e por uma 

camada de células endoteliais. As células hematopoiéticas e a estrutura de sustentação 

consistem em células reticulares, mesenquimais, endoteliais, neurais e matriz 

extracelular, localizados fora do espaço vascular (SHARKEY, 2010). Outra população 

importante são as células tronco hematopoiética (HSCs), que são células progenitoras 

multipotentes, extremamente raras, cuja função é manter altas taxas de geração de 

células sanguíneas maduras, diferenciando-se continuamente em vários tipos de células 

hematopoiéticas (KONDO et al., 2003; BUSCH et al., 2015). A medula óssea amarela é 

constituída por células mesenquimais que acumulam lipídios e não apresentam mais 

capacidade hematopoiética e sob certas condições que desencadeia o aumento da 

necessidade hematopoiética como por exemplo perda sanguínea grave, elas perdem 

lipídios e recuperam sua capacidade hematopoiética (GUREVITCH; SLAVIN; 

FELDMAN, 2007). 

A celularidade varia conforme a idade e localização, em pacientes neonatos a 

celularidade que constitui a medula óssea vermelha é de aproximadamente 100%, 

gradativamente a medula óssea vermelha vai sendo substituída por tecido adiposo, e em 

pacientes idosos a celularidade é representada por aproximadamente 20% (WILKINS, 

1992). Com relação a localização, a medula óssea é encontrada na cavidade de central 

de ossos chatos e longos (TRAVLOS, 2006b). 
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 A medula óssea possui mecanismos de regulação altamente sofisticados que 

operam em diferentes niveis de desenvolvimento hematopoiético são necessários para 

promover um equilíbrio adequado entre a auto-renovação e diferenciação, a fim de 

assegurar que a produção celular contínua qualitativa e quantitativamente corresponda 

às exiências do organismo (TAKIZAWA; BOETTCHER; MANZ, 2012). 

Infecções modificam significantemente a homeostasia da medula óssea, levando 

a profundas alterações na hematopoiese com disfunção de linhagens celulares 

sanguíneas, e na sua capacidade regenerativa (ZARETSKY; ENGILES; HUNTER, 

2014). Esses eventos acontecem conforme o tropismo dos patógenos pelos 

componentes celulares da medula óssea e das respostas imunológicas do hospedeiro, 

portanto, sendo exploradas de forma individualizada (KING; GOODELL, 2011). 

Em geral, a avaliação da medula óssea é realizada através do mielograma e do 

exame histopatológico (COTELINGAM, 2003; STACY; HARVEY, 2017). 

A avaliação do mielograma é indicada para diferenciar precursores 

hematopoiéticos, determinar o aumento de linhagens de células potencialmente 

alteradas, bem como investigar a redução da celularidade da medula óssea em relação 

à contagem no sangue periférico. Também é utilizada para esclarecer a presença de 

células atípicas e com morfologia alterada presente na circulação sanguínea (REAGAN 

et al., 2011). Nos últimos anos, alguns estudos têm focado no mielograma de cães com 

LV na tentativa de estabelecer parâmetros indicativos de gravidade da doença 

(NICOLATO et al., 2013; PAPARCONE et al., 2013). A histopatologia da medula óssea 

é uma avaliação subjetiva e comumente utilizada para a avaliação detalhada da 

arquitetura in situ, sendo útil para determinar a média quantitativa da celularidade, 

estimar a proporção das séries Mielóide:Eritróide,  depósito de ferro, fibrose e outras 

alterações, como detecção de neoplasias e estágios de malignidade, inflamação, 

presença de pigmentos e agentes infecciosos (COTELINGAM, 2003; TRAVLOS, 2006a). 

Na LVC, são poucos os relatos sobre as alterações histopatológicas nesse órgão 

( TAFURI et al., 2001; MOMO et al., 2014; PAOLA ET AL., 2016)A punção aspirativa e a 

biopsia da medula óssea são importantes métodos para a confirmação do diagnóstico 

de leishmaniose visceral (LV) (BATHIA et al, 2011).  A punção aspirativa é considerada 

o padrão ouro como método de diagnóstico possuindo especificidade de 100% 

(SARIDOMICHELAKIS et al., 2005, PAPARCONE et al., 2013). 
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2.6 Alterações na medula óssea na LVC 

 

Embora muitos estudos demonstrem que a medula óssea na LV sofra mudanças 

consideráveis na sua composição celular (NICOLATO et al., 2013; MOMO et al., 2014; 

TEMIZ et al., 2014), ainda são poucas as pesquisas esclarecendo o mecanismo 

patogênico nesse órgão. Anosa e Idowu (1983), reportaram alterações no mielograma 

de um cão com leucocitose elevada, no qual observou redução no número dos 

precursores eritróides e aumento de precursores neutrofílicos, resultando em elevação 

da razão M:E de 8,12:1,00. Houve aumento, também, no número de linfócitos, 

plasmócitos, monócito, presença de células de Mott e foram vistos muitos macrófagos 

parasitados por Leishmania. 

 Foglia Manzillo et al. (2006), descreveram como alterações patológicas mais 

comuns na medula óssea de cães com LVC, a displasia megacariocítica, 

eritrofagocitose, displasia eritróide e emperipolese. Os autores propuseram que a 

displasia megacariocítica e eritróide provavelmente estavam correlacionadas a altos 

níveis de TNF-α e IFN-γ produzidos como resposta à ativação de macrófagos infectados. 

Em outro estudo, foi demonstrado, também pelo mielograma, que as alterações na 

leucopoiese e na eritropoiese estão relacionadas ao estado clínico e ao parasitismo na 

medula óssea de cães naturalmente infectados por L. infantum (TRÓPIA DE ABREU et 

al., 2011).  

Conforme status clínico, foi observado que cães sintomáticos apresentam redução 

de precursores eritróides, aumento de precursores neutrofílicos e neutrófilos 

segmentados, linfocitose e redução de precursores eosinofílicos na medula óssea que 

repercutiam em alterações periféricas, a citar, anemia, linfopenia e eosinopenia, 

respectivamente. Enquanto, cães assintomáticos apresentam discreta alteração como 

aumento do número de linfócitos na medula óssea (NICOLATO et al., 2013). 

 Em abordagens mais recentes, têm-se observado, com frequência, alterações 

displásicas no mielograma, dentre elas, mitose atípica em 61,5% dos casos, seguida de 

hipersegmentação dos granulócitos em 53,8%, metamielócitos gigantes e 

megacariócitos com desorganização nuclear em 23% dos animais (DE TOMMASI et al., 

2014).  Na análise histopatológica, a presença de granulomas difusos com 

formação nodular típica foi observada em 44,4% (4/9) dos cães sintomáticos, em 37,5 

(3/8) nos assintomáticos e 31,25% (5/16) nos cães oligossintomáticos, outras alterações 
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observadas foram emperipolese e displasia em megacariócitos, redução do número de 

linfócitos e aplasia medular observadas com maior frequência em animais sintomáticos. 

Os autores atribuíram tais alterações à provável ação de mediadores inflamatórios locais 

estimulados pela presença da Leishmania (MOMO et al., 2014). Na análise morfométrica 

da medula óssea foi observado que animais com elevada carga parasitária apresentam 

redução do tecido hematopoiético (PAOLA et al., 2016). 

 

 
2.7 Tratamento da LVC 
 

Diferentes protocolos de tratamento vêm sendo utilizados em cães com LV, a 

maioria já estabelecidos nos países europeus (SOLANO-GALLEGO et al., 2011). Os 

principais fármacos são os antimoniais pentavalentes, a anfotericina B convencional ou 

encapsulada em lipossomas, o sulfato de aminosidina, o alopurinol, a pentamidina e 

miltefosine (NOLI; AUXILIA, 2005; REGUERA et al., 2016). No Brasil, o Ministério da 

Agricultura, Pecuária e Abastecimento aprovou recentemente o uso do miltefosine 

(MAPA, 2016). Entretanto, as recomendações do Ministério da Saúde mantêm as 

medidas de proibição do tratamento da LVC com produtos de uso humano ou não 

registrados (BRASIL, 2006). 

A opção pelo tratamento é uma alternativa à eutanásia dos cães infectados, que 

não tem sido o melhor método para impedir a expansão do parasito (WERNECK, 2014; 

SEVÁ et al., 2016). O tratamento de cães com LVC não visa somente ao aumento da 

expectativa de vida dos animais, mas também a diminuição da carga parasitária 

reduzindo, assim, o risco de transmissão da L. infantum (MIRÓ et al., 2011; SOLANO-

GALLEGO et al., 2011). Os protocolos disponíveis podem promover a cura clínica de 

cães infectados e reduzir a carga parasitária em vários órgãos, dentre eles a pele (SILVA 

et al., 2012; REGUERA et al., 2016). Antes de determinar qual a melhor opção 

terapêutica a ser estabelecida é necessário a avaliação dos parâmetros clínico-

patológicos (Solano-Gallego et al., 2011). 

Os compostos antimoniais são utilizados há mais de 100 anos como fármacos de 

primeira linha no tratamento das leishmanioses (VIANNA, 1912). Seu mecanismo de 

ação possui atividade leishmanicida induzindo a produção de citocinas pró-inflamatórias 

e promovendo o aumento da atividade fagocítica dos macrófagos (VOULDOUKIS et al., 

2006). Em cães com LVC, os tratamentos com antimoniais normalmente induzem 
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melhora com remissão dos sinais clínicos e a redução da carga parasitária na medula 

óssea, linfonodo e pele, bem como diminuição na infectividade dos vetores (RIBEIRO et 

al., 2008). Outro efeito da terapia é a normalização dos parâmetros laboratoriais. Ikeda 

Garcia et al., (2008) observaram que cães com LV após o tratamento com antimoniato 

de meglumina, 57,1% deles tinham os índices hematológicos dentro dos valores de 

normalidade. Além disso, antes do tratamento, foram observadas no mielograma 

alterações como hipoplasia eritróide e granulocítica em 28,6% dos casos e que, após o 

tratamento, a medula óssea estava restabelecida.  

A miltefosina (hexadecilfosfocolina), outro fármaco utilizado no tratamento da 

LVC, possui toxicidade direta para o parasita por agir na membrana citoplasmática da 

Leishmania induzindo a apoptose (VINCENT et al., 2014). O fármaco é administrado 

sozinho mas tem sua eficácia melhorada com o uso combinado ao alopurinol (MIRÓ et 

al., 2009). De forma similar às outras drogas antileishmanias, há remissão dos sinais 

clínicos e laboratoriais, mas não é capaz de eliminar completamente o parasita em cães 

infectados (ANDRADE et al., 2011). Um estudo recente no Brasil avaliou a infectividade 

de cães com LV após tratamento com miltefosina. Após três meses de tratamento, houve 

redução significativa da carga parasitária na medula óssea, linfonodos e pele, bem como 

na taxa de infectividade, em que 74% dos cães apresentaram menor risco de transmitir 

o parasita ao vetor (TRAVI et al., 2018). 

O alopurinol, um análogo estrutural da hipoxantina, é incorporado no RNA da 

Leishmania causando falha na tradução de proteínas, portanto atua como 

leishmaniostático (DENEROLLE; BOURDOISEAU, 1999; BANETH; SHAW, 2002;). 

Quando administrado aos cães como monoterapia antileishmania por um período de 2 a 

3 meses, quase sempre leva a uma melhora clínica moderada com restauração parcial 

dos parâmetros laboratoriais (CAVALIERO et al., 1999; KOUTINAS et al., 2001). No 

entanto, com a interrupção do tratamento, na maioria dos casos, ocorre recidiva da 

doença (CAVALIERO et al., 1999). Por esse motivo, o alopurinol é, geralmente, 

administrado por longo período de tempo e sendo descritos poucos efeitos adversos 

(TORRES et al., 2011). Recentemente, foi reportada in vitro a resistência da L. infantum 

ao alopurinol sob doses crescentes do fármaco, tal informação é útil do ponto de vista 

da saúde pública e veterinária, por aumentar o impacto da doença no hospedeiro canino 

e o potencial de transmissão através dos flebotomíneos para o homem (YASUR-

LANDAU et al., 2016). 
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Nesse contexto, considerando que a LV pode provocar alterações no 

microambiente da medula óssea e que pouco se sabe sobre as mesmas nesse órgão, o 

presente trabalho almejou caracterizar as lesões histopatológicas na medula óssea de 

cães naturalmente infectados por L.  infantum e estabelecer uma avaliação do impacto 

do tratamento com alopurinol nesse órgão. 
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Os dados serão apresentados na forma de dois artigos intitulados: 

 

1) Avaliação histopatológica da medula óssea de cães assintomáticos e 

sintomáticos naturalmente infectados com Leishmania infantum, seguindo 

as normas para publicação na revista International Journal of Experimental 

Pathology. 

 

2) Análise citológica e histopatológica da medula óssea de cães naturalmente 

infectados com Leishmania infantum tratados com Alopurinol, seguindo as 

normas para publicação na revista Veterinary Parasitology. 
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3 OBJETIVOS: 

  

3.1 OBJETIVO GERAL 

       

Caracterização das alterações histopatológicas da medula óssea de cães com 

LVC e avaliação da influência da terapia com alopurinol nos parâmetros citológicos e 

histopatológicos da medula óssea de cães naturalmente infectados por L. infantum. 

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

Avaliar em cães com LV e em cães não infectados: 

 

1. As alterações nos exames hematológicos e bioquímicos; 

2. Carga parasitária na medula óssea; 

3. Alterações histopatológicas na medula óssea;  

4. Depósito de ferro na medula óssea;  

5. A fibrose na medula óssea; 

6. A expressão de MHCII em macrófagos/monócitos CD14+ por citometria de fluxo; 

7. A celularidade e as alterações histopatológicas da medula óssea e a titulação de 

IgG total, IgG1 e IgG2 em cães antes do início do tratamento e aos 120 dias após 

o início do tratamento com alopurinol. 
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Resumo 

 

Na leishmaniose visceral canina são observadas alterações importantes na medula óssea 

que levam a citopenias periféricas em graus variáveis. Nesse contexto, objetivou-se 

caracterizar o padrão das lesões hispatológicas de cães naturalmente infectados por 

Leishmania infantum oriundos de área endêmica Teresina-PI. Para tanto, foram avaliados 

sete cães não infectados e 39 cães com LV. Assim, a medula óssea foi obtida para análise 

histopatológica, parasitológica, e identificação de células CD14+ e expressão de MHC II 

por citometria de fluxo.  Os cães infectados foram classificados em assintomáticos (N= 

9) e sintomáticos (N=30).  No exame histopatológico da medula óssea, os cães infectados 

apresentaram aumento da celularidade, hiperplasia da série mielóide e aumento 

significante de fibras de reticulina quando comparados aos animais controles. A análise 

do estoque de ferro na medula óssea revelou depósito em quantidades variáveis entre os 

animais. Havia também um aumento significante de macrófagos (P=0,0014) 

correlacionados positivamente com a carga parasitária (r= 0,3846, P=0,0094). Pela 

citometria de fluxo, a intensidade média de fluorescência do MHC II em células CD14+ 

foi menor nos animais sintomáticos. Em conclusão, a presença da L. infantum repercute 

em alterações na medula óssea como hiperplasia mielóide, fibrose e expressão reduzida 

de MHC II em células CD14+, sendo que tais alterações ocorrem de forma mais acentuada 

em animais sintomáticos. 

Palavras-chaves: cães, histopatologia, medula óssea, CD14, MHC II.  
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Introdução 

 

A leishmaniose visceral canina (LVC) é uma zoonose com elevado impacto na saúde 

pública em países do Mediterrâneo e das Américas (Alvar et al. 2004; Otranto & Dantas-

Torres 2013), sendo causada pelo protozoário Leishmania infantum (Dantas-Torres et al. 

2012) e transmitida pelos insetos vetores do gênero Lutzomyia, entre os hospedeiros 

mamíferos (Lainson et al. 1987). No ambiente peri-urbano e urbano, o cão é considerado 

o principal reservatório, por ser suscetível e apresentar intenso parasitismo cutâneo (Lima 

et al. 2010; Werneck 2014).  

Os cães, quando infectados, podem não desenvolver sinais clínicos, mas uma 

população suscetível evolui para um quadro clínico grave sendo letal na maioria dos casos 

(Leal et al. 2014; Vasconcelos et al. 2017). No curso da infecção, o parasito tem tropismo 

por órgãos ricos em células do sistema fagocítico mononuclear (SFM) como baço, fígado, 

medula óssea e linfonodos, mas pode atingir outros órgãos como rins, intestino, pulmões 

e coração (Alvar et al. 2004; Xavier et al. 2006; Silva et al. 2017). Como consequência, 

sinais clínicos não específicos como lesões de pele, linfadenomegalia generalizada, 

emagrecimento, esplenomegalia, mucosas pálidas, febre e diarreia podem ocorrer 

(Solano-Gallego et al. 2011).  

Na LVC, as lesões histopatológicas em diferentes órgãos são classicamente 

documentadas e muitas delas têm sido consideradas a base para o entendimento da 

interação parasito-hospedeiro e como parâmetro para definir o perfil suscetível ou 

resistente do animal acometido pela infecção por L.  infantum (Xavier et al. 2006; 

Koutinas & Koutinas 2014). Apesar disso, informações sobre a patologia e 

imunopatogênese na medula óssea de cães com leishmaniose visceral (LV) ainda são 

pouco discutidas, mesmo sabendo que a infecção causa perturbações na homeostasia 
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desse órgão culminando com alterações hematológicas, particularmente, a anemia que 

atinge em torno de 50-70% dos pacientes caninos com LV (Freitas et al. 2012; Ulchar et 

al.  2015; Reis et al. 2006a). 

Estudos vêm demonstrando alterações patológicas no mielograma de cães 

sintomáticos com LV, como uma marcada redução da série eritróide, particularmente, dos 

eritroblastos ortocromáticos em associação com a anemia (Nicolato et al. 2013). Em 

contrapartida, a caracterização das lesões histopatológicas na medula óssea foram 

descritas em poucos relatos na literatura como presença de granulomas, displasia 

megacariocítica, aplasia medular, infiltrado inflamatório constituído principalmente por 

plasmócitos e macrófagos, hipoplasia de células brancas, bem como a presença de 

hemossiderina (Toplu & Aydogan 2011; Momo et al. 2014). Em pacientes humanos com 

LV, como a anemia é comprovadamente um fator de risco, existem várias pesquisas 

reforçando a identificação de possíveis parâmetros na medula óssea de importância 

prognóstica, a saber, fibrose e necrose (Rocha Filho et al. 2000; Kumar et al. 2007). 

Com base no exposto, o comprometimento da medula óssea é evidente nos cães com 

LV, mas a caracterização morfológica das lesões nesse órgão e os possíveis marcadores 

prognósticos são pobremente discutidos na LVC. Assim, foi proposto, neste estudo, uma 

análise do padrão das lesões histopatológicas da medula óssea de cães assintomáticos e 

sintomáticos naturalmente infectados por L.  infantum provenientes de áreas endêmica de 

Teresina-PI.  
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Material e métodos 

Aspectos éticos 

  O projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética em Experimentação Animal da UFPI 

(CEUA/UFPI) sob parecer de nº 101/15 (ANEXO A). Os procedimentos envolvendo os 

animais foram conduzidos de acordo com o que preconiza o Colégio Brasileiro de 

Experimentação Animal (COBEA). 

 Local e período de execução 

A pesquisa foi desenvolvida no Canil de Experimentação e no laboratório de 

Doenças Infecciosas, localizados no Centro de Ciências Agrárias (CCA/UFPI) da UFPI, 

no período de dezembro de 2015 a outubro de 2017.  

 População do estudo 

A população do estudo foi composta por sete cães não infectados e 39 cães 

naturalmente infectados por L.  infantum com idade variando de 6 meses a 9 anos, machos 

e fêmeas, de diferentes raças e sem raça definida. Os animais envolvidos no experimento, 

originários da cidade de Teresina (Piauí, Brasil, zona endêmica de LV), eram 

provenientes da Gerência de Zoonoses da Fundação Municipal de Saúde de Teresina/PI 

ou do Hospital Veterinário Universitário da UFPI, mediante esclarecimento ao tutor sobre 

os objetivos do experimento e assinatura do termo de doação (Apêndice).  

Os animais do grupo com LVC foram selecionados com base no exame 

parasitológico positivo para L.  infantum em aspirados de linfonodo, e/ou medula óssea e 

pele; os animais classificados como não infectados apresentavam exame parasitológico 

em aspirado negativo para Leishmania. Como critério de exclusão, animais soro-

reagentes diagnosticados por testes sorológicos rápidos para Ehrlichia canis (Alere 
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Erliquiose Ac test KIT®) e para cinomose canina (Alere cinomose Ag test KIT®) foram 

excluídos da análise. 

Avaliação clínica dos animais 

Todos os cães inseridos na pesquisa foram avaliados clinicamente de acordo com 

os seguintes parâmetros clínicos: estado nutricional, linfonodos, coloração das mucosas, 

onicogrifose, alterações cutâneas (pelagem, alopecia, dermatite, lesões e despigmentação 

de pele), alterações oftalmológicas (secreção ocular e blefarite) e sangramentos. Após a 

avaliação, foram atribuídos escores aos sinais clínicos, conforme Silva et al. (2017). 

Animais com escore igual 3 ou >3 foram considerados assintomáticos e sintomáticos, 

respectivamente (Abbehusen et al. 2017). Assim, os cães foram divididos nos seguintes 

grupos: Cães infectados assintomáticos (N=9); Cães infectados sintomáticos (N= 30); e 

Cães não infectados (N= 7). 

Coleta de material 

Amostras de sangue total foram coletadas para realização dos exames laboratoriais 

como hemograma e bioquímico. Amostras de medula óssea foram obtidas para 

quantificação da carga parasitária, identificação de células CD14+ e expressão de MHC II 

por citometria de fluxo, bem como avaliação histopatológica.  

Análise laboratorial 

Para a realização dos exames laboratoriais foi utilizada uma amostra de 4 ml de 

sangue total, obtida através de venopunção, na veia jugular em tubo à vácuo contendo 

EDTA (Vaccuntainer, BD Lab., EUA) para exame hematológico e 4 ml de sangue em 

tubo seco (Vaccuntainer, BD Lab., EUA) para avaliação bioquímica. Os parâmetros 

hematológicos foram quantificados através de analisador hematológico automático 

(Modelo: hematoclin 2.8 Vet, Bioclin) e incluíam: contagem de leucócitos totais 

(103/mm3), hemácias (He/mm3), dosagem de hemoglobina (Hb g/dL) e a determinação 
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do hematócrito (Ht%), além da contagem total de plaquetas. A contagem diferencial de  

leucócitos foi realizada por análise de pelo menos 100 leucócitos em esfregaços de sangue 

corados com corante hematológico rápido e a leitura realizada por microscopia de luz. 

Para a contagem de reticulócitos foi utilizada a técnica que preconiza a adição de 

quantidades iguais de sangue e do corante azul de cresil brilhante na concentração de 1%.  

Após, seguiu com a incubação da amostra em banho-maria a 37°C por 20 minutos. Em 

seguida, foram confeccionados esfregaços sanguíneos e contracorados com corante 

hematológico rápido. As contagens foram realizadas utilizando-se microscópio óptico de 

luz em aumento de 1000x, no qual foi realizada a contagem de reticulócitos em um total 

de 1000 hemácias. 

As amostras de soros foram analisadas através de equipamento semi-automático 

(Modelo: D-250, Doles) em que se dosou as concentrações séricas de proteínas totais e 

suas frações (albumina e globulina) alanina aminotransferase-ALT, uréia e creatinina, 

utilizando kits LABTEST (Labtest Diagnóstica SA). 

Obtenção de amostras da medula óssea  

Para a realização do aspirado e biópsia da medula óssea, os animais foram sedados 

com cloridrato de xilazina (1mg/kg) e cloridrato de cetamina (10mg/kg), por via IM. Após 

10 minutos, foi administrado anestésico geral, Tiopental Sódico 2,5%, na dose de 0,5 

mL/kg de peso pela via intravenosa. Após atingir o plano anestésico adequado, foi 

realizada a tricotomia e antissepsia local. A coleta de medula óssea foi realizada conforme 

adaptação do protocolo proposto por Raskin & Messick (2012). 

O procedimento foi realizado na crista ilíaca utilizando-se agulha de 19 G 

acoplada à seringa de 20 mL para a punção aspirativa de medula óssea. Os cães foram 

mantidos em decúbito lateral esquerdo com os membros anteriores e posteriores 

próximos, de modo a flexionar-se a coluna e facilitar o acesso à crista ilíaca. 
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Para a obtenção de amostra de biópsia de medula óssea, foram coletados também 

fragmentos da região da crista ilíaca, de aproximadamente 1,5 cm com o auxílio de agulha 

para biópsia do modelo Jamshidi. 

Histopatologia da medula óssea 

Coloração de Hematoxilina-eosina (H-E) 

Os fragmentos de medula óssea foram inicialmente fixados overnight em solução 

contendo Lisina 75 mM, Paraformaldeído (PFA) 4% e Periodato de Sódio 10 mM, em 

seguida, descalcificados em solução de ácido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) 10%, 

pH 7,0 por 72hrs. As amostras foram processadas por técnica de rotina, cortadas com 3 a 

4 μm de espessura, e coradas com H-E.  Os resultados dos exames histopatológicos foram 

analisados de forma quantitativa e semi-quantitativa em três espaços intertrabeculares 

(Jubb & Kennedy 2007). A análise da celularidade foi estimada conforme a idade de cada 

animal (Weiss 1986). As lesões foram avaliadas em uma escala de 0 a 4, adaptada de 

Elmore (2006) onde: 0= normal, 1 = mínima, 2 = média, 3= moderada, 4= grave. As 

lesões observadas foram descritas quanto à distribuição em focal ou difusa, avaliando, no 

mínimo, três espaços intertrabeculares. As lâminas confeccionadas foram avaliadas por 

dois patologistas para conferências dos achados histopatológicos. 

Coloração de Perls (Azul da Prússia) 

A avaliação dos estoques de ferro foi realizada a partir do esfregaço da medula 

óssea em lâminas de microscopia, posteriormente fixados em álcool metílico por 5 

minutos, como também nos fragmentos de medula óssea, ambos corados pelo método de 

Perls (Azul da Prússia), que consistia em acondicionamento das lâminas em cubas de 

vidro contendo volumes iguais da solução de ferrocianeto de potássio a 3,0% e ácido 

clorídrico a 3,0% por 30 minutos. Em seguida, as lâminas foram lavadas com água 

destilada e contracoradas com safranina 0,1% por 5 minutos.  
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 A quantificação do ferro na medula óssea foi baseada na escala modificada de 

Cotelingam (2003) cujos escores variavam de 0 a 3, onde 0= ausente, 1=diminuído, 

2=adequado e 3=aumentado.  

Coloração de prata amoniacal (Gomori) 

A avaliação do colágeno reticular (provavelmente tipo III), foi realizada em 

fragmentos de medula óssea, utilizando corantes do Kit de coloração de Reticulina 

(Easypath, cod nº EP-12-20021), seguindo as recomendações do fabricante. A graduação 

do colágeno reticular na medula óssea foi baseada na escala de Bauermeister (1971), que 

varia de 0 a 4, onde: 0= ausente, grau 1= presença de fibras delgadas dispersas ou 

localizadas focalmente no tecido, sem continuidade; grau 2= presença de depósitos de 

fibras delgadas com ausência de fibras densas distribuídas difusamente no tecido, com 

continuidade; grau 3= presença de fibras delgadas e densas, distribuídas difusamente com 

ausência de colagenização; grau 4= presença de depósitos de fibras densas de distribuição 

difusa com colagenização.  

Análise histomorfométrica 

A análise morfométrica dos cortes histológicos de medula óssea coradas com H-E 

de todos os cães foi realizada utilizando o software LeicaQwin D-1000, versão 4.1, por 

meio de captura de imagens e contagem manual de células da série eritróide, 

mielóide/granulocítica e macrófagos, em quinze campos aleatórios, sendo cinco campos 

selecionados por espaço intertrabecular óssea. A área quantificada correspondia a 

1250µm2/campo. Os resultados das contagens de cada série foram tabulados em planilhas 

do programa Excel e os valores de cada linhagem quantificada por animal foram 

expressos em termos da média do número de células por área. 

Carga Parasitária 
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Para a extração de DNA de células da medula óssea utilizamos o QIAamp DNA 

mini kit (Qiagen) conforme recomendações do fabricante. Como alvo de detecção do 

parasito, os iniciadores utilizados foram baseados nos minicírculos de kDNA de L. (L.) 

infantum (Número de acesso no GenBank AF169140) de acordo com Rolão (2004) sendo 

eles: sense – 5’ - GGTTAGCCGATGGTGGTCTT-3’ e anti-sense – 5’ - 

GCTATATCATATGTCCAAGCACTTACCT–3' e sonda TaqMan (5’ - 

ACCACCTAAGGTCAACCC - 3’). Para a reação de PCR quantitativo (qPCR), 5 uL de 

amostra de DNA (100ng) foram adicionados em uma solução contendo 12,5µL de 2x 

TaqMan Universal PCR Master Mix, no AmpErase UNG (Applied Biosystems), 1,25 µL 

de cada iniciador e 1,0 µL de sonda TaqMan MGB (FAM™ dye-labeled, Applied 

Biosystems), para um volume final de 25 µL de reação. As amostras foram submetidas à 

amplificação de DNA em termociclador (Applied Biosystem StepOne Plus Real Time 

PCR System) com os seguintes ciclos: 95º por 10 minutos; 95ºC por 15 segundos; 60ºC 

por 1 minuto submetidos a 40 ciclos. A curva padrão para determinação da carga 

parasitária de L.  infantum foi realizada por meio de diluições seriadas na razão de 1:10, 

partindo-se de 106 até 1 parasito.  

Análise fenotípica por citometria de fluxo 

Combinações específicas de anticorpos monoclonais comerciais foram utilizadas 

para detecção da glicoproteína de superfície de cão CD14 (Mouse Anti-Human CD14, 

Serotec, clone MCA156A700), expressa por monócitos e macrófagos e expressão da 

Molécula Principal de Histocompatibilidade de classe II (MHC II) de cão (MHC class II, 

Ebioscience, clone YKIX334.2), expressa na superfície de macrófagos, células 

dendríticas e linfócitos B.  Após a coleta do aspirado de medula óssea, as hemácias foram 

lisadas com ACK Lysing Buffer (Life Technologies) e, posteriormente, as células foram 

lavadas com PBS 1x com SFB 1%. Após essa etapa, procedeu-se com incubação com a 
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solução de anticorpos por 30 minutos a 4ºC no escuro. Posteriormente, foram 

centrifugadas e lavadas novamente com PBS 1x, SFB 1% para serem fixadas com PFA 

2%, estando prontas para a análise morfométrica e fenotípica por citometria de fluxo. 

As amostras foram processadas no equipamento FACS CANTO II (BD 

Biosciences), avaliando 20.000 eventos. Os dados foram analisados no software FlowJo 

Versão VX (EUA). Após a seleção da população de interesse, foi realizada a seleção das 

células CD14+ para determinação da intensidade média de fluorescência (IMF) da 

expressão de MHC II nesse perfil celular. 

A avaliação dos dados obtidos seguiu como base a estratégia de gate utilizada para 

a contagem dos monócitos/macrófagos (Figura 1). 

 

 

 

 

Figura 1 Estratégia de gate utilizada para a seleção de células CD14+ e a expressão de 

MHC II em medula óssea.   
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Análise estatística 

Os testes estatísticos utilizados foram baseados no tipo de distribuição das 

variáveis, verificado pelo teste de Kolmogorov-Smirnov. Para a análise estatística de 

dados não paramétricos tais como: ocorrência dos sinais clínicos, alterações 

histopatológicas, análise morfométrica e intensidade de fibrose na MO de cães com 

diferentes status clínicos foram aplicados os testes Mann-Whitney ou Kruskal Wallis com 

o pós-teste de Dunns e os resultados apresentados como mediana e percentis de 25% e 

75%.  Para os dados paramétricos tais como: parâmetros laboratoriais e parasitológico, 

foram aplicados os testes t ou ANOVA e testes de comparações múltiplas de Tukey e os 

resultados apresentados como média e desvio padrão. O teste de Spearman foi a medida 

de correlação linear adotada para verificar a existência de associação entre o estoque de 

ferro no aspirado e na biópsia e entre a carga parasitária e os macrófagos na medula 

óssea.   As análises foram realizadas por meio do programa estatístico computacional 

GraphPad Prism 5.0 e o nível de significância foi estabelecido em 5%. 
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Resultados 

Perfil clínico e laboratorial de cães com LV 

  Trinta e nove animais com LVC foram avaliados e classificados em cães 

infectados assintomáticos e sintomáticos. As principais manifestações clínicas 

observadas foram: emagrecimento, onicogrifose, linfadenomegalia, mucosas 

hipocoradas, alterações cutâneas (pelo opaco, despigmentação de lábio e/ou focinho, 

hiperqueratose de focinho, úlceras de lábio e/ou focinho, alopecia e dermatite esfoliativa) 

e lesões oculares (conjuntivite, opacidade de córnea e blefarite) (Tabela 1).   

Tabela 1 Ocorrência de sinais clínicos em cães assintomáticos e sintomáticos 

naturalmente infectados por L. infantum  

Sinais clínicos Assintomáticos 

(n=9) 

Sintomáticos 

(n=30) 

Emagrecimento 2 (22%) 10 (33%) 

Onicogrifose 0  13 (43%) 

Linfadenomegalia 5 (56%) 30 (100%) 

Mucosas hipocoradas 0 6 (20%) 

Lesões cutâneas  6 (67%) 28 (93%) 

Lesões oculares 0  15 (50%) 

Escore clínico 2 (2-3)* 7,0 (5-9)a 

*Mediana (percentis 25 – 75). 

aP< 0,0001 (teste Mann-Whitney). 

 

As alterações hematológicas nos cães com LV mais relevantes foram: anemia em 

32/39 (82,05%) dos cães infectados; destes animais, 16/39 (41,02%) apresentaram 
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anemia normocítica normocrômica, 12/39 (30,77%) anemia normocítica hipocrômica, 

3/39 (7,69%) anemia microcítica normocrômica e 1/39 (3,12%) anemia macrocítica 

hipocrômica. Os cães assintomáticos e sintomáticos apresentaram anemia acentuada 

quando comparados aos cães não infectados (Tabela 2). A contagem absoluta dos 

reticulócitos mostrou que 24/39 (61,54%) dos animais infectados apresentavam anemia 

arregenerativa, e 8/39 (20,51%) anemia regenerativa. O leucograma revelou leucopenia 

em 3/39 (7,69%) e leucocitose por neutrofilia em 8/39 (20,51%) dos animais. 

Trombocitopenia estava presente em 12/39 (30,8%) e trombocitose em 1/39 (2,56%) dos 

cães (Tabela 2). 

Em relação aos exames bioquímicos, a hiperglobulinemia foi observada em 25/39 

(64,1%) dos cães infectados; hipoalbuminemia em 18/39 (46,1%); elevação da 

aminotransferase (ALT) em 10/39 (25,64%); aumento de creatinina em 7/39 (17,9%) e 

ureia elevada em 3/39 (7,7%) dos animais (Tabela 2). 
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Tabela 2 Avaliação dos parâmetros laboratoriais# e parasitológico (molecular) de cães 

assintomáticos e sintomáticos naturalmente infectados por L. infantum e animais não 

infectados  

Parâmetros 

laboratoriais e 

parasitológico 

Grupos clínicos 

Assintomáticos 

(n=9) 

Sintomáticos 

(n=30) 

Cães não infectados 

(n=7) 

Hemácias (x106/μL)  4,9 (±2,14)a 4,5 (±1,13)a 6,4 (±1,40) 

Hemoglobina (g/dL)  10,2 (±4,47)a 9,4 (±2,76)a 13,40 (±2,28) 

Hematócrito (%)  31,8 (±13,74) 29,0 (±7,99)a 41,5 (±6,77) 

Reticulócitos (µL) 7078 (±10703) 3580 (±6473) 6010 (±2360) 

Leu. totais(103/mm3)   12,2 (±4,44) 12,1 (±7,18) 11,4 (±4,57) 

Plaquetas (x103/mm3) 207,9 (±86,15) 215,6 (±157,9) 235,1 (±124,6) 

ALT (U/L) 39,7 (±28,87) 33,9 (±27,24) 28,7 (±9,70) 

Ureia (mg/dL) 37,7 (±16,54) 47,1 (±71,32) 34,7 (±9,39) 

Creatinina (mg/dL) 1,1 (±0,31) 2,4 (±5,01) 1,0 (±0,11) 

Proteína total (g/dL) 7,6 (±1,75) 8,4 (±1,95) 8,1 (±0,67) 

Albumina (g/dL) 3,0 (±1,22) 2,4 (±1,18) 3,3 (±0,56) 

Globulina(g/dL) 4,6 (±2,12) 5,9 (±2,27) 4,8 (±0,89) 

Carga Parasitária 

(leish/µL) 66,2 (±64,05) 701 (±2882) - 

*Média (desvio padrão). 

aP< 0,05 (testes ANOVA e Tukey), em relação aos cães não infectados. 

- Dado não quantificado. 

 

 

 

# Valores de referência: Hemácias = 5,5-8,5 (x106/mm3); Hemoglobina= 12-18 g/dL; Hematócrito= 37-

55%; Reticulócitos= ≤60 000/µL; Leucócitos = 6-17 x 103/mm3; Plaquetas = 200-500 x103/mm3 

(HARVEY 2012). ALT (Alanina aminotransferase):21-73 UI/L; Ureia: 21,40-59,92 mg/dL; Creatinina: 

0,50-1,50 mg/dL; Proteina Total: 5,40-7,10 g/dL; Albumina: 2,60-3,30 g/dL; Globulina: 2,70-4,40 g/dL 

(KANEKO et al. 2008). 
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Alterações histopatológicas na medula óssea de cães com LV 

Na análise histopatológica da medula óssea dos cães com LV em comparação  

aos animais não infectados, as principais alterações observadas foram: aumento da 

celularidade em 25/39 (64,1%) (Figura 2a e b), hiperplasia megacariocítica em 11/39 

(28,2%), necrose com distribuição focal em 16/39 (41,02%) e com distribuição multifocal  

em 3/39 (7,69%), vacuolização celular sugestiva de degeneração focal em 2/39 (5,12%) 

e multifocal em 2/39 (5,12%), hemorragia focal encontrava-se presente em 18/39 

(46,15%) e com distribuição multifocal em 1/39 (2,56%) e macrófagos ativados com 

distribuição focal à difusa em 8/39 (20,5% ) (Figura 2c e d).  

A quantificação das células mielóides e eritróides demonstrou um aumento da 

celularidade com hiperplasia mielóide (Figura 2e) e consequente aumento da proporção 

Mieloide:Eritroide (M:E) nos animais infectados em relação aos animais controles.  

Também foi observado aumento do número de macrófagos nos cães assintomáticos em 

relação aos animais controles (P< 0,05) (Tabela 3). 
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Figura 2 Secção de medula óssea da crista ilíaca de cão, coloração Hematoxilina-eosina (HE). (a) aumento da celularidade 

intertrabecular em cão adulto naturalmente infectado com L. infantum, (Barra= 75µm). (b) celularidade normal em cão adulto, 

controle, (Barra= 75µm). (c) macrófagos com distribuição focal (seta preta) (Barra= 50µm). (d) macrófagos com distribuição 

difusa a coalescente (setas pretas) (Barra= 75µm). (e) aumento de precursores da linhagem mielóides (Barra= 25µm). 
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Tabela 3. Avaliação das alterações histopatológicas e morfometria da medula óssea de cães 

assintomáticos e sintomáticos naturalmente infectados por L. infantum e animais não infectados  

Parâmetros histológicos 

 Grupos clínicos 

Assintomáticos Sintomáticos Cães não infectados 

Celularidade 2,0 (0-2)*a 2,0 (0-2)a 0,0 (0-1,5) 

Série eritróide 23,8 (20,1-33,9) 30,8 (26,5-39,4) 33,53 (28,3-48,5) 

Série mielóide 45,8 (33,9-53,2)a 39,13 (33,6-51,2)a 25,7 (24,8-31,7) 

M:E 1,75 (1,35-1,96)a 1,28 (1,01-1,78)a 0,72 (0,51-0,76) 

Megacariócito/espaço 

intertrabecular 

3 (2-7) 4 (2-6) 5 (4-9) 

Macrófagos# 1,13 (0,17-2,97)a 0,3 (0,0-1,08) 0,0 (0,0-0,1) 

Necrose 0,0 (0-1,0) 0,5 (0,0-1,0) 0,0 (0,0-0,0) 

Vacuolização celular 0,0 (0,0-0,0) 0,0 (0,0-0,0) 0,0 (0,0-0,0) 

Hemorragia 1,0 (0-1,0) 0,0 (0-1,0) 1,0 (0-1,0) 

Macrófagos¥ 0,0 (0,0-0,0) 0,0 (0,0-0,25) 0,0 (0,0-0,0) 

*Mediana (percentis 25 – 75). 

a P< 0,05 (testes de Kruskal-Wallis e Dunns), em relação aos cães não infectados. 

# Análise quantitativa 

¥ Análise semiquantitativa 

 

Fibrose na medula óssea de cães com LV  

A fibrose estava acentuada na medula óssea dos cães sintomáticos conforme a 

visualização do aumento das fibras de reticulina nesse órgão (Figura 3). Com relação à 

distribuição das fibras reticulares nos animais infectados, estas estavam dispostas no 

parênquima medular e constituíam-se por presença de fibras delgadas dispersas sem 
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continuidade (Grau 1) (Figura 4a) à fibras delgadas com continuidade (Grau 2) (Figura 

4b), e por vezes apresentava fibras delgadas e densas, distribuídas difusamente com 

ausência de colagenização (Grau 3) (Figura 4c). 
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Figura 3 Deposição de fibras de reticulina na medula óssea de cães assintomáticos e 

sintomáticos naturalmente infectados por L. infantum e cães não infectados. Coloração 

de prata amoniacal (Gomori). Testes de Kruskal-Wallis e Dunns, *P<0,05. 
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Figura 4 Secção de medula óssea da crista ilíaca de cão sintomático naturalmente infectado com L. infantum. (a) Depósito de fibras reticulares 

delgadas e dispersas (Grau 1), no espaço intertrabecular óssea (Barra= 25µm). (b) Depósito de fibras reticulares delgadas com continuidade, 

distribuídas difusamente (Grau 2) no espaço intertrabecular óssea (Barra= 75µm). (c) Fibrose acentuada, com deposição de fibras delgadas e densas, 

distribuídas difusamente, no espaço intertrabecular óssea (Barra= 50µm). Coloração de prata amoniacal (Gomori). 
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Análise dos estoques de ferro na medula óssea e anemia nos cães com LV 

 O estoque de ferro foi avaliado no aspirado e na biópsia da medula óssea de 23 animais 

infectados.  Os resultados demonstraram, no aspirado de medula óssea, que 8/23 (34,8%) 

revelaram marcação negativa para a coloração Azul da Prússia (Figura 5a); 8/23 (34,8%) 

apresentaram redução nos estoques de ferro; 5/23 (21,7%) demonstraram aumento dos estoques 

de ferro (Figura 5b) e em 2/23 (8,7%) dos animais o estoque de ferro estava dentro dos padrões de 

normalidade. 

 Na biópsia, 5/23 (21,7%) apresentaram marcação negativa para a coloração Azul da Prússia; 

5/23 (34,8%) apresentaram redução, em 8/23 (34,8%) havia aumento dos estoques de ferro e em 

4/23 (17,39%) dos animais, o estoque de ferro estava dentro dos padrões de normalidade. 

 

 

Houve uma correlação positiva (P=0,03 e r=0,3862) entre os estoques de ferro encontrados 

nos aspirados e na biópsia da medula óssea (Figura 6). 

Figura 5 Medula óssea da crista ilíaca de cão naturalmente infectado com Leishmania infantum. 

(a) Aspirado demonstrando coloração negativa para Azul da Prússia (Perls) (Barra= 75µm). (b) 

Aspirado demonstrando aumento dos depósitos de ferro (Barra= 100 µm). Coloração de Azul 

da Prússia (Perls). 
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Figura 6 Correlação entre o estoque de ferro no aspirado e na biópsia da medula óssea de cães 

naturalmente infectados por L. infantum. Teste de Spearman. 

 

Dos cães infectados que apresentavam anemia, 4/23 (17,4%) dos animais apresentaram 

estoque de ferro aumentado na medula óssea. Em contrapartida, 7/23 (30,4%) dos cães infectados 

com anemia estavam com estoque de ferro diminuído, 8/23 (34,8%) apresentaram estoques de 

ferro ausente e em 2/23 (8,7%) o depósito de ferro estava em quantidade adequada conforme a 

idade. 

Correlação positiva entre macrófagos e a carga parasitária na medula óssea 

Na análise comparativa entre a carga parasitária e as alterações histopatológicas na medula 

óssea caracterizadas nos cães com LV, foi observada uma correlação positiva entre a quantidade 

de macrófagos e a carga parasitária (P=0,0094, r=0,3846) (Figura 7). 



56 

 

M a c ró fa g o s /1 2 5 0 µ m
2

C
a

rg
a

 p
a

ra
s

it
á

ri
a

0 2 4 6

0

5 0 0 0

1 0 0 0 0

1 5 0 0 0

2 0 0 0 0

r=  0 ,3 8 4 6

P = 0 ,0 0 9 4

 

Figura 7 Correlação entre a carga parasitária na medula óssea e a contagem de macrófagos por 

morfometria. Teste de Spearman. 

 

Aumento da expressão de MHC II em células CD14+ em medula óssea de cães com LV  

Na análise da expressão de MHC II em células CD14+ da medula óssea, foram avaliados 

30 cães, sendo 4 cães assintomáticos, 19 sintomáticos e 7 animais não infectados. Cães 

sintomáticos apresentaram intensidade média de fluorescência reduzida de MHC II em células 

CD14+ quando comparados aos animais não infectados (Figura 8). 
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Figura 8 Intensidade média de fluorescência (IMF) de MHC II em células CD14+ 

monócitos/macrófagos na medula óssea de cães assintomáticos e sintomáticos 

naturalmente infectados por L. infantum e cães não infectados. P<0,05. Teste de 

Kruskal-wallis.  
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Discussão 

Na LVC, as alterações histopatológicas na medula óssea são pouco descritas (Momo et al. 

2014; Paola et al. 2016). Assim, foi proposto, neste estudo, caracterizar as principais lesões 

histopatológicas na medula óssea de cães assintomáticos e sintomáticos naturalmente infectados 

por L. infantum. Para esse fim, caracterizamos os animais infectados com base no escore clínico 

em: assintomáticos e sintomáticos (Solano-Gallego et al. 2011; Abbehusen et al. 2017).  Em suma, 

esses animais apresentavam manifestações clínicas e alterações laboratoriais comumente relatadas 

na literatura ( Reis et al. 2006a; Costa-Val et al. 2007; Abreu-Silva et al. 2008; Freitas et al. 2012). 

Nesse estudo a alteração hematológica mais evidente presente nos animais em ambos os 

grupos era a anemia, sendo mais acentuada nos animais sintomáticos. A anemia em cães 

naturalmente infectados por L. infantum é um dos achados laboratoriais mais comuns e 

normalmente tem sua causa relacionada a sangramentos, hemólise, inflamação, insuficiência renal, 

doença crônica e aplasia ou hipoplasia medular (Costa-Val et al. 2007; Freitas et al. 2012). Em 

humanos, está associada com a maior carga parasitária na medula óssea, podendo está relacionada 

a sinais inflamatórios, como vômitos, edema e inflamação pulmonar, sugerindo que infecções 

bacterianas secundárias e aumento da carga parasitária poderia desencadear anemia por inflamação 

(Costa et al. 2010).  

Os cães infectados apresentaram uma medula óssea hipercelular caracterizada pelo 

aumento da série mielóide, o que não é inesperado quando se trata de uma doença inflamatória 

crônica como a LVC (Trópia de Abreu et al. 2011). A linhagem granulocítica, em particular, 

mielócitos, metamielócitos e bastonetes neutrofílicos, é o compartimento celular em expansão na 

medula óssea de cães infectados e correlacionado positivamente com a progressão da LVC ( Trópia 

de Abreu et al. 2011; Nicolato et al. 2013). Pode-se inferir que a alta demanda dessas células em 

cães sintomáticos é em consequência da resposta inflamatória em vários órgãos afetados pela 

infecção, inclusive na medula óssea (Trópia de Abreu et al. 2011). Sabe-se que a hiperplasia 
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mieloide é estimulada em doenças inflamatórias agudas e/ou crônicas devido à alta produção de 

citocinas como GM-CSF, TNF-α e IFN-γ (Cotterell et al. 2000; Sawanobori et al. 2003; Stifter et 

al. 2005), como observado em cães com LV, que apresentam alta expressão de IFN-γ nesse órgão 

(Quinnell et al. 2001). 

Dentre as lesões histopatológicas observadas na medula óssea, a fibrose se destaca em 

animais com quadro manifesto da doença. Os animais sintomáticos apresentaram uma fibrose mais 

intensa em relação aos cães não infectados. Já é sabido que a LVC é uma doença essencialmente 

fibrótica e que diferentes órgãos são afetados por esse tipo de lesão (Silva et al. 2013). Apesar 

disso, esse parece ser o primeiro relato que evidencia o padrão fibrótico na medula óssea em cães 

sintomáticos com LV.  

Em geral, a fibrose na medula óssea é caracterizada pela identificação do aumento de fibras 

de reticulina (provavelmente colágeno tipo III) produzidas pelos fibroblastos, sob diferentes 

estímulos infecciosos e não-infecciosos (Rocha Filho et al. 2000; Kumar et al. 2007; Bain et al. 

2010), influenciados pela ação de várias citocinas e fatores de crescimento, por exemplo, TGF-β, 

IL-4, IL-5, IL-13, fator de crescimento derivado de plaquetas e fator de crescimento epidermal 

(Kuter et al. 2007; Wynn 2008; Nakayama et al. 2016). A LVC, como previamente exposto, é uma 

doença de carácter inflamatório, e que a infecção por Leishmania na medula óssea promove um 

acúmulo de células inflamatórias representadas principalmente por macrófagos e linfócitos (Momo 

et al. 2014).  Em uma inflamação crônica, essas células são moduladas e transformam-se em fonte 

substancial de citocinas e fatores de crescimento que estimulam a síntese e a proliferação de 

colágeno (Kendall & Feghali-Bostwick 2014), como a IL-4, detectada na medula óssea de cães 

naturalmente infectados (Quinnell et al.2001; Maia & Campino 2012). Além disso, foi 

demonstrado em pacientes humanos com LV que fibrose na medula óssea representa um 

prognóstico ruim (Kumar et al. 2007). 
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O aumento do estoque do ferro na medula óssea é considerado um dos fatores que 

contribuem para a anemia na LVC (Rodes et al. 1999). No entanto, tanto nos cães assintomáticos 

e sintomáticos com algum grau de anemia, somente quatro cães apresentaram estoque de ferro 

aumentado na medula óssea. Os demais apresentaram redução ou ausência de ferro nesse órgão. 

Tratando-se de uma amostra de cães errantes, esse achado é coerente com uma deficiência de ferro 

devido à uma dieta inapropriada desses animais, mesmo nos animais que apresentaram anemia 

normocítica normocrômica, achado este comum nos estágios iniciais da deficiência de ferro 

(Naigamwalla et al. 2012).  Vale destacar que, em processos inflamatórios sistêmicos, é observada 

uma maior captação do ferro sérico no fígado (Weiss et al. 1999; Soubasis et al. 2006; Grotto 

2008), e em menor proporção em outros órgãos como baço (Vale-Costa et al. 2013) e linfonodos 

(Muirden 1970), sendo estas alterações também vistas na infecção por L. infantum (Albano et al. 

2013). 

O aumento de macrófagos na LVC tem sido classicamente descrito na medula óssea de 

cães portadores dessa enfermidade (Momo et al. 2014). Nesse estudo, foi observado um aumento 

importante dessas células na medula óssea de cães assintomáticos.  Os macrófagos desempenham 

papéis críticos na resistência ou susceptibilidade durante a infecção por Leishmania (Liu & 

Uzonna 2012). Quando a resposta imune é orquestrada de forma a favorecer o hospedeiro, os 

macrófagos são ativados adequadamente, sob influência de citocinas como TNF-α e IFN-γ, e 

produzem quantidades significantes de óxido nítrico, um importante leishmanicida (Maia & 

Campino 2012; Rodrigues et al. 2016). Dessa forma, sugere-se que, nos animais assintomáticos, a 

presença de macrófagos na medula óssea estaria correlacionada à eliminação do parasita e 

consequente resistência à infecção (Reis et al. 2006b). 

Mesmo diante da complexidade que envolve a ação dos macrófagos na medula óssea e as 

limitações deste estudo, foram utilizados marcadores de superfície como CD14 e MHC II para 

avaliar a importância dessas células na medula óssea de cães com LV (Amorim et al. 2011; 
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Figueiredo et al. 2013). Dessa maneira, o resultado de IMF de MHC II em células CD14+ 

demonstrou que cães sintomáticos apresentam redução significante na medula óssea. Sabe-se que 

a modulação negativa da molécula de MHC II contribui para a susceptibilidade à infecções como 

as causadas por Leishmania (Maia & Campino 2012; Shio et al. 2012; Gupta et al. 2013). 

 Reis et al. (2006b) observaram a redução da expressão de células CD14+ e MHCII, 

associadas ao perfil de predisposição e gravidade da doença em cães sintomáticos, havendo a 

desregulação da resposta imune, devido a menor capacidade de apresentação de antígenos, 

favorecendo, assim, a disseminação do parasita no organismo.    

Amorim et al. (2011) verificaram que cães sintomáticos com baixa expressão de MHC de 

classe II em monócitos CD14+  possuíam elevada carga parasitária na pele da orelha sendo capazes 

de infectar flebotomíneos. Nos cães assintomáticos o aumento de macrófagos CD14+ parece 

controlar a disseminação e replicação parasitária tecidual (Guerra et al. 2009). O aumento de 

células CD14+ no jejuno também parece estar associada a uma menor carga parasitária tecidual 

nesse órgão (Figueiredo et al. 2013).  

Costa et al. (2018), avaliando in vitro a expressão de moléculas de superfície dentre elas 

CD14 e MHC classe II em macrófagos humanos infectados com L. amazonensis, revelaram que a 

modulação negativa desses marcadores está diretamente relacionada com a intensidade de 

infecção, sugerindo que macrófagos que contenham numerosos parasitas apresentam expressão 

reduzidas dessas moléculas de superfície. Dessa forma, pode-se sugerir que, nos cães sintomáticos, 

a baixa expressão de MHC classe II em células CD14+ esteja assumindo um papel que contribua 

para as lesões mais graves observadas nesse grupo, em particular, a fibrose (Amorim et al. 2011; 

Figueiredo et al. 2013). 

Com base nos achados histopatológicos (hipercelularidade com hiperplasia mieloide e 

fibrose) e na expressão reduzida de MHC II em células CD14+, cães positivos para LV, sobretudo 
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sintomáticos apresentam alterações mais acentuadas, assim, os achados na medula óssea podem 

ser úteis no direcionamento do prognóstico da doença. 
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Resumo 29 

 30 

O alopurinol é utilizado para o tratamento, a longo prazo, de cães com 31 

leishmaniose por atuar como fármaco leishmaniostático, com resultados positivos na 32 

remissão dos sinais clínicos, laboratoriais e redução da carga parasitária tecidual. O 33 

presente estudo visou a avaliação das modificações na medula óssea de cães infectados 34 

após tratamento com alopurinol. Neste estudo foram incluídos treze cães, sendo seis 35 

naturalmente infectados por Leishmania infantum e tratados com alopurinol (20mg/Kg), 36 

administrado por via oral, uma vez ao dia, durante 90 dias e sete animais não infectados 37 

(controles). A análise clínica, hematológica, citológica e histopatológica da medula óssea 38 

foi realizada no pré-tratamento (D0) comparando com os resultados obtidos 120 dias após 39 

o início do tratamento (D120). O uso do alopurinol promoveu redução do escore clínico 40 

em 50% dos cães e redução da carga parasitária na medula óssea em 100% dos animais. 41 

As análises laboratoriais pós-tratamento demonstraram recuperação da anemia no sangue 42 

periférico e diminuição do número de neutrófilos e aumento de plasmócitos na medula 43 

óssea. Conclui-se que o tratamento com alopurinol promoveu uma recuperação 44 

significativa no quadro de anemia nos animais tratados, no entanto, sugerimos um estudo 45 

detalhado e a longo prazo capaz de compreender possíveis mecanismos adicionais 46 

envolvidos nas modificações da medula óssea geradas pelo uso do alopurinol para o 47 

tratamento da leishmaniose visceral canina. 48 

Palavras-chaves: cães, histopatologia, citologia aspirativa, medula óssea, leishmaniose 49 

visceral, alopurinol  50 

 51 

1. Introdução 52 

 53 

A leishmaniose visceral (LV) é uma importante doença parasitária endêmica e 54 

negligenciada no mundo (Alvar et al., 2012). Nas Américas, os cães são reservatórios 55 

domésticos importantes do agente da LV denominado Leishmania infantum (sinônimo 56 

chagasi) (Maurício et al., 2000), no ambiente peridomiciliar e urbano (Dantas-Torres et 57 

al., 2012).  58 
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A LV canina (LVC) é uma enfermidade grave para animais suscetíveis e 59 

caracterizada por sinais clínicos-laboratoriais inespecíficos como dermatopatias, 60 

linfadenopatia, onicogrifose, emagrecimento acentuado, esplenomegalia, lesões oculares, 61 

doença renal, lesões por deposição de imunocomplexos nos tecidos (vasculites e artrites) 62 

( Solano-Gallego et al., 2011; Silva et al., 2017). Dentre os achados laboratoriais 63 

sugestivos da doença tem-se anemia normocítica, trombocitopenia, leucopenia ou 64 

linfocitose, hiperproteinemia, hiperglobulinemia, hipoalbunemia e 65 

hipergamaglobulinemia (Freitas et al., 2012; Ulchar et al. 2015). 66 

Diferentes protocolos de tratamento vêm sendo utilizados em cães com LV, a 67 

maioria já estabelecidos nos países europeus (Noli e Saridomichelakis, 2014). As 68 

principais drogas são os antimoniais pentavalentes, a anfotericina B convencional ou 69 

encapsulada em lipossomas, o sulfato de aminosidina, o alopurinol, a pentamidina e 70 

miltefosine (Noli e Auxilia, 2005; Reguera et al., 2016). No Brasil, o Ministério da 71 

Agricultura, Pecuária e Abastecimento aprovou recentemente o uso do miltefosine 72 

(MAPA, 2016). Entretanto, as recomendações do Ministério da Saúde mantêm as 73 

medidas de proibição do tratamento da LVC com produtos de uso humano ou não 74 

registrados (Brasil, 2006).  75 

Os tratamentos mais comuns envolvem a utilização combinada de antimoniato de 76 

meglumine com alopurinol, miltefosine associado ao alopurinol ou o uso contínuo do 77 

alopurinol como monoterapia (Travi et al., 2018). 78 

O alopurinol é um medicamento da classe das pirazolopirimidinas que atua no 79 

metabolismo da Leishmania por produzir análogos inativos de inosina que são 80 

incorporados no RNA do parasito inibindo a síntese proteica (Balaña-Fouce et al., 1998; 81 

Helm et al., 2013), sendo extensivamente usado em vários países na terapia de LVC, 82 
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devido a sua baixa toxicidade, por diminui os sinais clínicos e carga parasitária, e ser de 83 

baixo custo (Torres et al., 2011). Quando administrado aos cães como monoterapia 84 

antileishmania por um período de 2 a 24 meses, quase sempre promove melhora clínica 85 

moderada com restauração parcial dos parâmetros laboratoriais (Cavaliero et al., 1999; 86 

Koutinas et al., 2001). No entanto, com a interrupção do tratamento, em geral, ocorre 87 

recidiva da doença (Cavaliero et al., 1999; Travi et al., 2018). Por esse motivo, o 88 

alopurinol é geralmente administrado por longo período de tempo e sendo descritos 89 

poucos efeitos adversos (Noli e Saridomichelakis, 2014).  90 

Com base nos principais mecanismos envolvidos nas alterações hematológicas na 91 

LVC, sabe-se que parte deles estão relacionados ao comprometimento da medula óssea 92 

que é observado por alterações no mielograma e no exame histopatológico (Momo et al., 93 

2014; Nicolato et al., 2013; Trópia de Abreu et al., 2011). Nesse contexto, considerando 94 

que a LV pode provocar alterações no microambiente da medula óssea, e pouco se 95 

conhece sobre as modificações nesse órgão após tratamento, foi proposto a avaliação do 96 

efeito da terapia com alopurinol na medula óssea e na resposta clínico-laboratorial de cães 97 

naturalmente infectados por L. infantum.  98 

 99 

2. Materiais e métodos 100 

2.1 Aspectos éticos 101 

O protocolo deste estudo foi revisado e aprovado pelo Comitê de Ética em 102 

Experimentação Animal (CEUA) da Universidade Federal do Piauí (UFPI), Brasil, sob 103 

número 101/15 (ANEXO). Todos os procedimentos realizados com os animais foram de 104 

acordo com normas preconizadas pelo Colégio Brasileiro de Experimentação Animal 105 
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(COBEA).  O estudo foi realizado no período compreendido entre dezembro de 2015 a 106 

outubro de 2017. 107 

2.2 Seleção dos animais  108 

Treze cães, mestiços, machos e fêmeas, com idade de 1 a 6 anos, provenientes da 109 

área endêmica de Teresina, Piauí, Brasil, foram selecionados com base no diagnóstico 110 

parasitológico e sorológico positivo para Leishmania sp.. As amostras utilizadas para o 111 

diagnóstico parasitológico eram obtidas através de aspirados de medula óssea esternal 112 

e/ou linfonodo poplíteo, bem como raspado de pele (quando havia lesões cutâneas), já a 113 

análise sorológica foi realizada através da utilização da plataforma DPP® 114 

(Biomanguinhos). Os animais utilizados no experimento foram provenientes da Gerência 115 

de Zoonoses de Teresina (GEZOON)-PI e do Hospital Veterinário Universitário 116 

(HVU)/UFPI, mediante doação do tutor após informação dos objetivos da pesquisa e 117 

assinatura do Termo de Doação de Animal para a Pesquisa (APENDICE). Seis cães com 118 

exame parasitológico positivo foram considerados animais naturalmente infectados por 119 

Leishmania. Sete cães com exame parasitológico negativos foram considerados animais 120 

não infectados. Como critério de exclusão, animais soro-reagentes diagnosticados por 121 

testes sorológicos rápidos para Ehrlichia canis (Alere Erliquiose Ac test KIT®) e para 122 

cinomose canina (Alere cinomose Ag test KIT®) foram excluídos da análise. Após 123 

seleção, os animais foram imunizados com vacina dectupla (viroses) e anti-rábica, e 124 

mantidos sob condições de alojamento habituais (alimentação, água, temperatura e 125 

ventilação adequadas em canil apropriado do Centro de Ciências Agrárias (CCA/UFPI), 126 

com telas de proteção para evitar a entrada de flebotomíneos (vetores da LV) até a 127 

conclusão do experimento. 128 

 129 



74 

 

2.3 Avaliação clínica 130 

Todos os cães inseridos na pesquisa foram avaliados clinicamente de acordo com 131 

os seguintes parâmetros clínicos: estado nutricional, linfonodos, coloração das mucosas, 132 

alterações cutâneas (pelagem opaca, alopecia, dermatite, lesões e despigmentação de pele, 133 

onicogrifose), alterações oftalmológicas (secreção ocular e blefarite) e sangramentos. 134 

Após a avaliação, foram atribuídos escores aos sinais clínicos, conforme Silva et al. 135 

(2017). 136 

2.4 Grupo experimental 137 

Após a realização dos exames para diagnóstico de LV e coinfecções, os animais 138 

foram divididos em dois grupos: cães infectados (N=6) e cães não infectados (N=7). Os 139 

cães com LV foram tratados com Alopurinol® (Medley), na dose de 20mg/kg de peso 140 

corporal, via oral, uma vez ao dia, durante 90 dias (Noli e Auxilia, 2005). 141 

Todos os animais submetidos ao tratamento foram acompanhados e avaliados 142 

quanto aos parâmetros clínicos, exames laboratoriais (hemograma e bioquímico), 143 

dosagens de IgGs anti-Leishmania, quantificação da carga parasitária, mielograma e 144 

biópsia de medula óssea, nos períodos pré-tratamento dia zero (D0) e 120 dias após o 145 

início do tratamento (D120). 146 

2.5 Exame laboratorial 147 

Para a realização dos exames laboratoriais foi utilizada uma amostra de 4 ml de 148 

sangue total, obtida através de venopunção, na veia jugular em tubo à vácuo contendo 149 

EDTA 10% (Vaccuntainer, BD Lab., EUA) para exame hematológico e 4 ml de sangue 150 

em tubo seco (Vaccuntainer, BD Lab., EUA) para avaliação bioquímica. Os parâmetros 151 

hematológicos foram quantificados através de analisador hematológico automático 152 

(Modelo: hematoclin 2.8 Vet, Bioclin) e incluíam: contagem de leucócitos totais 153 
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(103/mm3), hemácias (He/mm3), dosagem de hemoglobina (Hb g/dL) e a determinação 154 

do hematócrito (Ht%), além da contagem total de plaquetas. A contagem diferencial de  155 

leucócitos foi realizada por análise de pelo menos 100 leucócitos em esfregaços de sangue 156 

corados com corante hematológico rápido e a leitura realizada por microscopia de luz. 157 

Para a contagem de reticulócitos foi utilizada a técnica que preconiza a adição de 158 

quantidades iguais de sangue e do corante azul de cresil brilhante na concentração de 1%.  159 

Após, seguiu com a incubação da amostra em banho-maria a 37°C por 20 minutos. Em 160 

seguida, foram confeccionados esfregaços sanguíneos e contracorados com corante 161 

hematológico rápido. As contagens foram realizadas utilizando-se microscópio óptico de 162 

luz em aumento de 1000x, no qual foi realizada a contagem de reticulócitos em um total 163 

de 1000 hemácias. 164 

As amostras de soros foram analisadas através de equipamento semi-automático 165 

(Modelo: D-250, Doles) em que se dosou as concentrações séricas de fosfatase alcalina, 166 

proteínas totais e suas frações (albumina e globulina) alanina aminotransferase-ALT, 167 

uréia e creatinina, utilizando kits LABTEST (Labtest Diagnóstica SA). 168 

2.6 Coleta da medula óssea 169 

Para a realização do aspirado e biópsia de medula óssea, os animais foram sedados 170 

com associação de cloridrato de xilazina (1mg/kg) e cloridrato de cetamina (10mg/kg), 171 

por via intramuscular. Após 10 minutos, foi administrado anestésico geral, Tiopental 172 

Sódico 2,5%, na dose de 0,5 mL/kg de peso pela via intravenosa.  Após atingir o plano 173 

anestésico adequado, foi realizada a tricotomia e antissepsia local. O procedimento 174 

realizou-se com base na metodologia adaptada de Raskin & Messick.(Raskin and 175 

Messick, 2012) Realizou-se a coleta na crista ilíaca, utilizando-se agulhas de 19 G 176 

acoplada à seringa de 20 mL para a punção aspirativa da medula óssea. Aproximadamente 177 
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1,0 mL de aspirado de medula óssea foi obtido por coleta em EDTA a 3% diluído em 178 

solução fisiológica estéril. Para avaliação do mielograma foram confeccionados 179 

esfregaços em lâminas de microscopia e, em seguida, fixadas em álcool metílico e coradas 180 

com corante Panótico rápido (Laborclin, ref:620529).  181 

Para a obtenção de amostra de biópsia de medula óssea, foram coletados também 182 

fragmentos da região da crista ilíaca, de aproximadamente 1,5 cm com o auxílio de agulha 183 

para biópsia do modelo Jamshidi. Os cães foram mantidos em decúbito lateral esquerdo 184 

com os membros anteriores e posteriores próximos, de modo a flexionar-se a coluna e a 185 

facilitar o acesso à crista ilíaca.  186 

2.7 Mielograma 187 

A análise do mielograma realizou-se conforme descrita por Harvey (2012). A 188 

celularidade da medula óssea foi estimada examinando-se a proporção de células versus 189 

adipócitos presentes nas espículas e comparando a idade aproximada do animal, animais 190 

jovens (25% de adipócitos e 75% de células), jovens adultos (50% de adipócitos e 50% 191 

de células), animais idosos (75% de adipócitos e 25% de células).(Cowell and 192 

Valenciano, 2013) Em espículas compostas por mais de 75% de células, a medula óssea 193 

foi considerada hipercelular e em espículas compostas por mais de 75% de gordura, a 194 

medula óssea foi considerada hipocelular. As séries eritroide, mieloide, linfoide, 195 

monocítica e megacariocítica foram avaliadas quanto à frequência, maturidade e 196 

morfologia, por contagem diferencial de 500 células.  197 

A determinação da relação mieloide/eritroide (M:E) foi obtida dividindo-se o 198 

número total de células da série mieloide pelo número total de células nucleadas da série 199 

eritroide; a taxa de maturação da linhagem mielóide (MJ:MM) foi determinada dividindo-200 

se o número total de células da linhagem mieloide jovem pelo número de células da 201 



77 

 

linhagem mieloide madura; a taxa de maturação da linhagem eritroide (EJ:EM) foi 202 

determinada dividindo-se o número total de células da linhagem eritróide jovem pelo 203 

número de células eritróides nucleada madura. 204 

2.8 Histopatologia da medula óssea 205 

    2.8.1 Coloração de Hematoxilina-eosina (H-E) 206 

Os fragmentos de medula óssea foram inicialmente fixados overnight em solução 207 

contendo Lisina 75 mM, Paraformaldeído (PFA) 4% e Periodato de Sódio 10 mM, e em 208 

seguida descalcificados em solução de ácido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) 10%, 209 

pH 7,0 por 72h. As amostras foram processadas por técnica de rotina, cortadas com 3 a 4 210 

μm de espessura, e coradas com H-E.  211 

  Os resultados dos exames histopatológicos foram analisados de forma semi-212 

quantitativa em três espaços intertrabeculares.(Jubb e Kennedy, 2007) A análise da 213 

celularidade foi estimada conforme a idade de cada animal (Weiss, 1986). As lesões 214 

foram avaliadas em uma escala de 0 a 4, adaptada de Elmore(Elmore, 2006)onde: 0= 215 

normal, 1 = mínima, 2 = média, 3= moderada, 4= grave. As lesões observadas foram 216 

descritas quanto à distribuição em focal ou difusa, avaliando, no mínimo, três espaços 217 

intertrabeculares. As lâminas confeccionadas foram avaliadas por dois patologistas 218 

independentes. 219 

2.9 Titulação dos soros por ELISA antígeno- específico anti IgG total, IgG1 e IgG2 220 

Os soros dos animais infectados foram titulados de 1:400 a 1:409.600 no D0 e 221 

D120. O antígeno solúvel de Leishmania (SLA) foi obtido por cultivo utilizando 1x1010 222 

promastigota de Leishmania spp. Para a detecção das respostas de anticorpos IgG total e 223 

subclasses antiLeishmania, foram utilizadas placas de 96 poços (Maxisorb, Nunc/Thermo 224 

Fisher Scientific, Rochester, NY)  revestidas com 2 µg/ml de SLA em solução salina 225 
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tamponada com fosfato (PBS), pH 7,2, overnight, a 4° C. Em seguida, as placas foram 226 

lavadas por 3 vezes com 200µl de PBS-Tween 0.5% (PBS-T) para serem então 227 

bloqueadas durante 1 hora à temperatura ambiente com PBS-T com 5% de leite em pó 228 

desnatado. Posteriormente, as placas foram novamente lavadas, e adicionado 100µl de 229 

soro na diluição 1:400 em PBS-T com 5% de leite em pó desnatado, sendo diluído 230 

seriadamente, em razão 2, até 1:409.600 e incubadas à temperatura ambiente durante 2 231 

horas numa plataforma de agitação. Após esse período, as mesmas foram lavadas 232 

novamente e adicionados em cada poço 100µl de anti-IgG canino total conjugado à 233 

peroxidase de rábano (HRP) (Bethyl Laboratories, Montgomery, TX), na diluição de 234 

1:15000 em PBS-T com 5% de leite em pó desnatado, durante 1 hora. Em seguida, as 235 

placas foram lavadas e adicionados 200µl do substrato, conforme descrito por (Basiri,  et 236 

al. 2015) (5mg de orthiphenylene diamine (OPD), 5µl de H2O2 e 10 ml de PBS). Para 237 

parada da reação foram adicionados 50 µl de ácido sulfúrico (H2SO4 3N) em cada poço 238 

e, em seguida, foi realizada a leitura das placas em espectrofotômetro a 495 nm, sendo a 239 

densidade óptica (DO) de cada poço devidamente registrada. O mesmo procedimento foi 240 

realizado para dosar as subclasses de IgG (IgG1 -1:500 e IgG2- 1:30.000 (Bethyl 241 

Laboratories, Montgomery, TX). 242 

 3.0 Carga Parasitária 243 

Para a extração de DNA de células da medula óssea, utilizou-se o QIAamp DNA 244 

mini kit (Qiagen), conforme recomendações do fabricante. Como alvo de detecção do 245 

parasito, os iniciadores utilizados foram baseados nos minicírculos de kDNA de L. 246 

infantum (Número de acesso no GenBank AF169140) de acordo com Rolão (2004),  247 

sendo eles: sense – 5’ - GGTTAGCCGATGGTGGTCTT-3’ e anti-sense – 5’ - 248 

GCTATATCATATGTCCAAGCACTTACCT–3' e sonda TaqMan (5’ - 249 
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ACCACCTAAGGTCAACCC - 3’). Para a reação de PCR quantitativo (qPCR), 5 uL de 250 

amostra de DNA (100ng) foram adicionados em uma solução contendo 12,5µL de 2x 251 

TaqMan Universal PCR Master Mix, no AmpErase UNG (Applied Biosystems), 1,25 µL 252 

de cada iniciador e 1,0 µL de sonda TaqMan MGB (FAM™ dye-labeled, Applied 253 

Biosystems), para um volume final de 25 µL de reação. As amostras foram submetidas à 254 

amplificação de DNA em termociclador (Applied Biosystem StepOne Plus Real Time 255 

PCR System) com os seguintes ciclos: 95º por 10 minutos; 95ºC por 15 segundos; 60ºC 256 

por 1 minuto submetidos a 40 ciclos. A curva padrão para determinação da carga 257 

parasitária de L.  infantum foi realizada por meio de diluições seriadas na razão de 1:10, 258 

partindo-se de 106 até 1 parasito.  259 

 3.1 Análise estatística 260 

Foram descritas as frequências simples dos sinais clínicos, laboratoriais, histológico 261 

dos cães antes e após tratamento. As medianas e quartis 25% e 75% foram utilizados para 262 

avaliar as variáveis contínuas dos escores clínicos, parâmetros laboratoriais e histológico. 263 

Para verificar diferenças nas distribuições das variáveis entre os parâmetros laboratoriais, 264 

imunológico e do mielograma antes do tratamento (D0) e entre os animais não infectados 265 

utilizou-se o teste de Mann-Whitney. E para verificar a existência de significância entre as 266 

variáveis contínuas antes (D0) e 120 após o início do tratamento (D120), utilizou-se o teste 267 

Wilcoxon. As análises foram realizadas por meio do programa estatístico computacional 268 

GraphPad Prism 5.0 e o nível de significância foi estabelecido em 5%. 269 

  4.0 Resultados 270 

4.1 Perfil clínico e laboratorial de cães com LV antes e após tratamento com Alopurinol  271 

Nos cães infectados, os sinais clínicos mais frequentes observados no D0 foram:  272 

linfadenomegalia em 100% (6/6) dos animais, seguidos de lesões cutâneas em 66,7% (4/6), 273 

sendo despigmentação e hiperqueratose de focinho, úlceras cutâneas e dermatite esfoliativa 274 
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as mais observadas. Outras manifestações incluíam: onicogrifose em 66,7% (4/6), mucosas 275 

hipocoradas em 50% (3/6), 50% (3/6) apresentavam alterações oculares tais como: 276 

secreção ocular e opacidade de córnea e emagrecimento em 16,7% (1/6), o escore clínico 277 

atribuído as manifestações clínicas variou de 3 a 13 (Tabela 1).  278 

No D120, embora tenha ocorrido a melhora clínica dos animais, alguns sintomas 279 

persistiram como a linfadenomegalia em 100% (6/6) dos casos, lesões cutâneas em 50% 280 

(3/6), lesões oculares em 33,3% (2/6) e onicogrifose em 16,7% (1/6), o escore clínico 281 

variou de 2 a 8 (Tabela 1).  282 

Em relação à carga parasitária da medula óssea quando comparada entre os 283 

períodos D0 e D120, observou-se redução em 66,7% (4/6) dos animais, mas sem 284 

diferença significantiva (Tabela 1 e Tabela 2). 285 

Tabela 1. Frequência dos sinais clínicos e média da carga parasitária de cães naturalmente 286 

infectados por L. infantum "pré" e "pós" tratamento com Alopurinol 287 

Sinais clínicos e  

carga parasitária 

Cães infectados 

D0 

 

D120 

Emagrecimento 1 (16,7%) 0 

Onicogrifose 4 (66,7%) 1 (16,7%) 

Linfadenomegalia 6 (100%) 6 (100%) 

Mucosas hipocoradas 3 (50%) 0  

Lesões cutâneas  4 (66,7%) 3 (50%) 

Alterações oculares 3 (50%) 2 (33,3%) 

Escore clínico 4 (3-8,5) 3 (2-7,2) 

Carga Parasitária 2,6 (0,0-29,0)* 0,05 (0,0-3,3) 

*Mediana (percentis 25-75). 288 
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O exame hematológico dos cães infectados no D0 demonstrou anemia em 83,3% 289 

(5/6) dos cães, destes 40% (2/5) apresentaram anemia normocítica normocrômica, 40% 290 

(2/5) anemia normocítica hipocrômica, 20% (1/5) anemia microcítica hipocrômica. Foi 291 

observada uma redução significativa nos níveis de hemoglobina no D0 comparando-se 292 

aos animais não infectados. O leucograma revelou leucocitose com neutrofilia em 17% 293 

(1/6) dos animais. Em relação ao número de plaquetas, 50% (3/6) dos cães apresentavam 294 

trombocitopenia (Tabela 2).  295 

No D120, houve uma recuperação da anemia com valores médios de eritrócitos, 296 

hemoglobina e hematócritos atingindo os parâmetros de normalidade quando comparados 297 

com o D0. O leucograma revelou que 50% (3/6) dos animais apresentaram leucocitose 298 

com eosinofilia e, apenas um animal apresentou trombocitopenia (Tabela 2) 299 

Na avaliação do perfil bioquímico D0, havia alteração nos níveis séricos de 300 

fosfatase alcalina, ALT, proteínas totais, albumina e globulinas. Os níveis de fosfatase 301 

alcalina estavam acima dos valores de referência em 50% (3/6); em 50% (3/6) foi 302 

observado aumento dos níveis de ALT, seguido de 66,7% (4/6) dos animais apresentando 303 

hiperproteinemia.  Foi observado com níveis significantes, hipoalbunemia e 304 

hiperglobulinemia nos animais no D0 em relação aos animais não infectados (Tabela 3). 305 

As concentrações séricas de ALT, proteínas totais, albumina e globulina também 306 

apresentavam alterações pós-tratamento, sendo que apenas um animal continuava com 307 

níveis elevados de ALT, 100% (6/6) dos cães continuaram com hiperproteinemia, 50% 308 

(3/6) com hipoalbunemia e 100% (6/6) com hiperglobulinemia (Tabela 3).  309 

Após os 120 dias do início do tratamento, houve uma redução significante dos 310 

níveis séricos de IgG total, IgG1 e IgG2 nos animais infectados (Tabela 3)311 



82 

 

 312 

Tabela 2 Resultados do escore clínico, carga parasitária e hemograma dos animais antes (D0) e pós tratamento (D120) com Alopurinol  313 

 D0 D120 

animal escore clínico carga parasitária 

(parasita/µL) 

hemograma escore 

clínico 

carga parasitária 

(parasita/µL) 

hemograma 

 

 

1 

 

 

13 11,95 

Anemia normocítica 

normocrômica, 

trombocitopenia. 

 

 

8 0,00 

Leucocitose com 

eosinofilia e 

linfocitose absoluta 

 

 

 

2 

 

 

 

4 78,50 

Anemia normocítica 

normocrômica, 

leucocitose com 

neutrofilia absoluta 

 

 

 

3 0,11 

Anemia macrocítica 

hipocrômica, 

eosinofilia absoluta 

 

 

3 

 

 

7 0,00 

Anemia normocitica 

hipocromica 

 

 

7 0,00 

Leucocitose com 

eosinofilia absoluta. 

 

 

 

4 

 

 

 

4 1,33 

Anemia microcitica 

normocromica, 

monocitopenia 

absoluta 

 

 

 

2 1,73 

Trombocitopenia. 

eosinopenia absoluta 

 

 

5 

 

 

3 3,93 

Eosinopenia absoluta 

 

 

 

2 8,19 

Linfocitose aboluta. 

monocitopenia 

absoluta. 

 

6 

 

3 0,82 

Hemograma normal 

 

 

3 0,00 

Monocitopenia 

absoluta. 

314 
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 315 

Tabela 3  Avaliação dos parâmetros laboratoriais# e imunológicos de cães infectados por 316 

L. infantum antes e pós-tratamento com alopurinol e animais não infectados  317 

Parâmetros 

laboratoriais  

 Grupos clínicos 

Cães infectados 

D0 

(n=6) 

 

D120 

(n=6) 

Cães não infectados 

(D0) 

(n=7) 

Eritrócitos (x106/μL)  4,6 (3,7-6,5)* 6,4 (5,4-8,1)b 6,2 (5,4-7,4) 

Hemoglobina (g/dL)  10,4 (8,05-12,3)a 13,3 (11,4-16,9)b 13,4 (10,6-15,2) 

Hematócrito (%)  30,9 (24,7-38,1) 42,2 (38,2-53,6)b 42,1 (37,1-45,1) 

Reticulócitos (µL) 12,8 (4,74-72,2) 5,9 (3,7-7,0) 5,9 (3,74-7,0) 

Plaquetas (x103/mm3) 208 (147,3-285,8) 353 (250,5-437,5) 206 (145-387) 

Fosf. alcalina (UI/L) 142,9 (52,3-182,9)a 76,9 (45,5-89,23)a 27,0 (18,5-37,6) 

ALT (U/L) 36 (25,1-69,7) 30,3 (24,2-36,1) 27 (18,5-37,6) 

Ureia (mg/dL) 20,6 (15,5-34,1) 24,5 (18,7-30,3) 27,5 (27,2-44) 

Creatinina (mg/dL) 0,9 (0,7-0,95) 0,8 (0,7-1,0) 1,0 (0,9-1,1) 

Proteína total (g/dL) 9,0 (6,32-10,8) 9,0 (8,2-9,7) 8,4 (7,3-8,6) 

Albumina (g/dL) 1,4 (1,0-2,05)a 2,2 (1,8-2,6) 3,5 (2,5-3,8) 

Globulina(g/dL) 7,6 (5,1-9,17)a 6,7 (6,0-7,4) 4,8 (4,6-5,3) 

IgG total (O.D.)  9600 (3200-89600) 3200 (2800-17600)b - 

IgG1 (O.D.) 3200 (800-64000) 1200 (700-8800)b - 

IgG2 (O.D.) 16000 (6400-140800) 3200 (1600-28000)b - 

*Mediana (percentis 25 – 75). 318 

aP< 0,05, teste Mann-Whitney comparando cães no D0 e cães não infectados. 319 

bP<0,05, teste de Wilcoxon comparando cães no D0 e D120. 320 

-Valores não quantificados. 321 

 322 
# Valores de referência: Hemácias = 5,5-8,5 (x106/mm3); Hemoglobina= 12-18 g/dL; Hematócrito= 37-55%; 

Reticulócitos= ≤60000/µL; Leucócitos = 6-17 x 103/mm3; Plaquetas = 200-500 x103/mm3 HARVEY (2012). Fosfatase 

alcalina: 20-156 UI/L ALT (Alanina aminotransferase):21-73 UI/L; Ureia: 21,40-59,92 mg/dL; Creatinina: 0,50-1,50 

mg/dL; Proteina Total: 5,40-7,10 g/dL; Albumina: 2,60-3,30 g/dL; Globulina: 2,70-4,40 g/dL KANEKO.(30) 
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4.2 Alterações no mielograma de cães com LV antes e pós tratamento com Alopurinol  323 

Nos cães infectados no D0, foi observada alteração somente na série mielóide com 324 

redução significante dos precursores da série eosinofílica (mielócito, metamielócito e 325 

bastonetes) e metamielócito neutrófilo em relação aos cães não infectados (Dados 326 

suplementares, Tabela IV). (Tabela 3).  327 

Nos 120 dias após início do tratamento, houve redução significante dos neutrófilos 328 

segmentados quando comparados no D0. Em contraste, foi observado aumento 329 

significante do número de plasmócitos (Tabela 4). 330 

 331 

 332 

 333 

 334 

 335 

 336 

 337 

 338 

 339 

 340 

 341 

 342 

 343 

 344 

 345 

 346 
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Tabela 4 Avaliação da celularidade relativa e taxa de maturação celular da medula óssea de cães 347 

naturalmente infectados por L. infantum antes e pós tratamento com Alopurinol e animais não 348 

infectados 349 

Parametros Cães infectados Cães não infectados 

Série mielóide 

D0 

(n=6) 

D120 

(n=6)  (n=7) 

Mieloblasto 0,3 (0,2-2,1) 0,5 (0,35-1,1) 1 (0,4-1,2) 

Mielócito neutrófilo 3,2 (1,7-5,15) 2 (1,8-3,5) 3,4 (2-4,2) 

Mielócito eosinófilo 0,5 (0,3-0,8)a 0,9 (0,6-2,05) 1,4 (0,8-3,2) 

Metamielócito neutrófilo 7,4 (6-9,4)a 11 (8,6-16,4) 13,8 (10,8-15,4) 

Metamielócito eosinófilo 0,1 (0-0,2)a 0,5 (0-1,8) 0,6 (0,2-0,8) 

Bastonete neutrófilo 9,6 (8,4-19,7) 12,3 (9,9-17,5) 17,6 (12,6-18,8) 

Bastonete eosinófilo 0,2 (0-0,45)a 0,9 (0,0-3,4) 0,4 (0,4-0,8) 

Neutrófilos 27,4 (8,5-45,2) 8,1 (1,6-14,4)b 14,0 (12-15,8) 

Eosinófilos 0,5 (0,3-1,5) 0,6 (0,0-0,8) 0,6 (0,2-1,0) 

Total células mieloides jovens 0,3 (0,2-2,1) 0,5 (0,3-1,1) 1,0 (0,4-1,2) 

Total células mieloides maduras 59,2 (33,3-69,2) 44,4 (29,45-49,0) 51,6 (49,6-56,8) 

Mieloide Jovem:Mieloide Maduro 

(MJ:MM) 0,01 (0,01-0,03) 0,01 (0,01-0,02) 0,02 (0,01-0,03) 

Série eritróide       

Rubriblasto 0,7 (0-1,3) 0,6 (0,0-2,1) 0,4 (0,2-0,4) 

Rubrícito 13,6 (5,9-31,95) 23,6 (10,7-32,6) 26,4 (22,6-31,4) 

Metarubrícito 5,5 (2,2-7,0) 4,9 (2,2-6,4) 6 (3-7,6) 

Total células eritroides jovens 0,7 (0,0-1,3) 0,6 (0,0-2,1) 0,4 (0,2-0,4) 

Total células eritroides maduras 17,6 (11,9-37,2) 30,8 (12,1-37,4) 32,4 (28,2-36,8) 

Eritroide Jovem:Eritroide Maduro 

(EJ:EM)  0,01 (0-0,09) 0,02 (0,0-0,08) 0,01 (0-0,02) 

Outros       

Linfócitos 2,1 (1,0-4,3) 1,9 (1,6-3,0) 2,4 (1,4-2,8) 

Plasmócitos 2,5 (0,7-14,95) 11,1 (2,5-23,4)b 4,2 (3,4-9,6) 

M:E 3,2 (1,1-4,1) 1,4 (1,1-3,0) 1,6 (1,4-1,9) 

*Mediana (percentis 25 – 75). 350 
aP< 0,05, teste Mann-Whitney comparando cães no D0 e cães não infectados. 351 
bP<0,05, teste de Wilcoxon comparando cães no D0 e D120. 352 

 353 

 354 

 355 

 356 

A análise das alterações morfológicas das  linhagens hematopoiética observadas 357 

durante contagem diferencial antes e pós-tratamento, revelou que 50% (3/3) dos cães 358 

antes do tratamento apresentavam alterações displásicas na série eritróide caracterizada 359 

por mitoses atípicas (despolarizadas) (Fig.1 A), assincronismo maturativo núcleo-360 

# Valores de referência em cão adulto: mieloblasto= 0.4-1.1; mielócito neutrófilo= 3.1-6.1; mielócito eosinófilo= 

0.0-2.07; Metamielocito neutrófilo=5.3-8.8; metamielócito eosinófilo=0.0-2.81; bastonete neutrófilo=12.7-17.2; 

bastonete eosinófilo=0.07-2.81 neutrófilos=13.8-24,2; eosinófilos=3,6;  mielóide jovem= 10,3; mielóide madura= 

39,4; rubriblasto=0.2-1.1, rubrícito=15.5-25.1, metarrubrícito=9.2-16.4,  eritroide jovem= 4,1; eritróide maduta= 

42,3; linfócitos=1.7-4.9; plasmócito=0.6-2.4; relação M:E=0,75-2,25  (JAIN, 1993; HARVEY 2012; Mischke & 

Busse, 2002).  
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citoplasma, e percursores eritróides gigantes, 83,33% (5/6) dos cães demonstraram 361 

alterações na linhagem granulocítica compatíveis com donut cells (célula em rosca)  362 

(Fig.1 B), hipersegmentação neutrofílica (Fig.1 C), binucleação celular (Fig.1 D), 363 

bastonetes gigantes e assincronia de maturação. Após o tratamento foi observado que 364 

83,3% (5/6) dos animais demonstraram alterações displásicas na série eritróide 365 

compatíveis com citoplasma escasso e irregular e assincronismo maturativo núcleo-366 

citoplasma, 50% (3/3) dos cães demonstraram alterações na linhagem mieloide 367 

compatível com precursores gigantes, hipersegmentado e com vacuolização nuclear e em 368 

16,7% (1/6) foram observados displasia megacariocítica exibindo hipolobulação do 369 

núcleo e emperipolesi (Fig.1 E). 370 

 371 

4.3 Alterações histopatológicas em medula óssea de cães com LV antes e pós-tratamento 372 

 com Alopurinol  373 

A análise histopatológica da medula óssea não mostrou alterações significantes 374 

nos animais no D0 e D120.  375 

No D0, 50% (3/6), apresentaram a medula óssea hipercelular, 33,3% (2/6) dos 376 

animais infectados apresentaram hiperplasia megacariócitica e 33,3% (2/6) hipoplasia 377 

megacariocítica. Macrófagos ativados estavam presentes em 50% (3/6) dos animais, e em 378 

50% (3/6) foram observadas áreas de necrose, em 16,7% (1/6) vacuolização 379 

citoplasmática e 50% (3/6) hemorragia.  380 

No D120, 33,3% (2/6) apresentaram a medula óssea hipercelular, e hipocelularida, 381 

hiperplasia megacariocítica, hipoplasia megacariocítica e macrófagos foram observados 382 

em 16,7% (1/6) dos animais e hemorragia estava presente em 50% (3/3). 383 

  384 

385 

386 
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  387 

388 

Fig. 1:  Aspirado de medula óssea de cão com LV. A, mitoses atípicas (setas).  B, donut cells (célula em rosca) (seta). C, hipersegmentação 

neutrofílica (setas). D. Percursores binucleados (setas). E, emperipolesi (seta). Corante Romanowsky (Barra=100µm).  
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5.0 Discussão 389 

 390 

Com o intuito de contribuir na investigação do impacto do tratamento na medula óssea dos 391 

animais infectados, esse estudo propôs avaliar as alterações encontradas no mielograma e 392 

histopatológico antes e após o tratamento com alopurinol. Também foram avaliados os parâmetros 393 

clínicos, laboratoriais e a carga parasitária dos animais. 394 

A LVC é uma doença sistêmica que pode envolver vários órgãos e tecidos e manifesta-se 395 

por sinais clínicos inespecíficos. As manifestações clínicas mais comuns e encontradas nos 396 

animais do nosso estudo foram linfadenomegalia generalizada, perda de peso corporal, palidez de 397 

mucosas, dermatites em diversos graus e lesões oculares (Solano-Gallego et al., 2011), com  a 398 

instituição do alopurinol os animais do experimento demonstraram resposta clínica a terapia com 399 

remissão dos sinais clínicos. Cavaliero et al. (1999) utilizando protocolo com alopurinol, observou 400 

que todos os animais envolvidos no estudo apresentaram melhora clínica após o início do 401 

tratamento com duração de 2 a 24 meses e não ocorreu recidiva durante o tratamento a longo prazo, 402 

entretanto observou aparecimento de sinais clínicos como lesões cutâneas e linfadenomegalia após 403 

interrupção da terapia. Solano-Gallego et al. (2016) também observou uma melhora clínica em 404 

cães submetidos a protocolos de tratamento com associação de antimoniato de meglumina por 30 405 

dias e alopurinol por 12 meses. 406 

De acordo com Travi et al., (2018) os objetivos propostos pelos tratamentos são múltiplos, 407 

variando desde a melhora clínica dos animais sintomáticos até a prevenção do aparecimento dos 408 

sinais clínicos em cães assintomáticos, sendo que o intuito é a cura parasitológica propiciando o 409 

aumento da expectativa de vida dos animais tratados.  410 

Os parâmetros laboratoriais em cães com LVC são frequentemente reportados na literatura 411 

e incluem anemia em graus variáveis, sendo anemia normocítica normocrômica de intensidade 412 

média a moderada a mais comum. Também são relatadas leucocitose, trombocitopenia, 413 
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hipoalbunemia e hiperglobulinemia, no entanto, são observadas alterações laboratoriais distintas 414 

com o curso da infecção ( Reis et al., 2006; Ulchar et al., 2015). Anemia é considerada um 415 

importante marcador clínico-patológico para acompanhamento da eficácia de tratamentos 416 

antileishmania (Koutinas et al., 2001). Normalmente, o quadro de anemia é revertido durante ou 417 

logo após o tratamento (Helm et al., 2013).   Koutinas et al., (2001) observaram redução da 418 

frequência de anemia entre os animais avaliados após tratamento com alopurinol. Dos 34 animais 419 

inseridos no estudo, 67,6% apresentaram redução da porcentagem de hematócrito no pré-420 

tratamento. Logo após a terapia, a porcentagem de hematócrito reduzida foi observada em apenas 421 

32,4% dos cães. Helm et al. (2013) relataram a ocorrência de alterações laboratoriais, tais como: 422 

hipoalbunemia e hiperproteinemia em 32 cães com LVC originários de área endêmicas da Europa, 423 

após iniciado o tratamento com alopurinol entre 1 a 5 meses, os autores observaram normalização 424 

no quadro de hipoalbunemia, hiperproteinemia, anemia e leucopenia. Solano-Galego et al. (2016) 425 

observou que 94% (18/37) e 65% (19/29) dos cães não apresentaram mais alterações nos 426 

parâmetros laboratoriais nos dias 180 e 365 de acompanhamento respectivamente. Alguns animais 427 

permaneceram apenas com proteinúria ou hiperglobulinemia leve. 428 

Resposta humoral específica na LVC caracteriza-se por elevados níveis de IgG anti-429 

Leishmania, correlacionados à infecção e à elevada carga parasitária (Quinnell et al., 2003; 430 

Laranjeira et al., 2014), bem como é um dos principais responsáveis pela patogênese da doença 431 

em animais susceptíveis em decorrência do estabelecimento das reações de hipersensibilidade tipo 432 

II e III em diversos tecidos (Saridomichelakis, 2009).  433 

 Estudos mais recentes concentram-se em relacionar as várias classes e subclasses de 434 

imunoglobulina e a resposta produzida pelo hospedeiro durante o processo de infecção, 435 

destacando-se a quantificação de anticorpos IgG1 e IgG2 e sua eficácia como biomarcadores para 436 

avaliar o perfil de suscetibilidade e resistência à doença (Neto et al., 2010; Lima et al., 2017). 437 

Diante disso, o perfil humoral é considerado um bom marcador para avaliar a eficácia do 438 
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tratamento e diferenciar cães responsivos ou não à terapia (Hosein et al., 2018), pois o declínio 439 

dos níveis de IgG  sugere a redução da carga de Leishmania na maioria dos cães submetidos a 440 

quimioterápicos (Rodríguez et al., 2006). O monitoramento da cinética do anticorpo é também é 441 

muito útil para a detecção de recidiva clínica de cães em tratamento podendo sugerir protocolo 442 

inadequado ou resistência a drogas (Solano-Gallego et al., 2016).  443 

Cavaliero et al.(Cavaliero et al., 1999) observaram redução dos níveis de IgG e subclasses, 444 

após tratamento com alopurinol, entretanto, houve redução gradual significativa dos níveis de IgG 445 

total e IgG2, enquanto que os níveis de IgG1 reduzem rapidamente em cães responsivos ao 446 

tratamento.  A avaliação dos níveis de anticorpos após tratamento também é reportada em 447 

pacientes humanos com LV, nos quais níveis reduzidos de anticorpos das subclasses de IgG podem 448 

sugerir a eficácia do protocolo terapêutico utilizado (Matta et al., 2000). 449 

Manna et al. (2015) também observaram redução dos títulos das subclasses de IgG logo 450 

após tratamento de longa duração com alopurinol associado a outros fármacos, no entanto, com a 451 

avaliação contínua dos animais após a terapia, observou-se aumento dos níveis de IgG2 associado 452 

à recidiva da doença.  453 

A associação de achados na medula óssea de humanos tem sido útil para avaliar a resposta 454 

ao tratamento para LV, bem como determinar o prognóstico dos pacientes. Diante disso, pacientes 455 

com medula óssea hipocelular responderam bem ao tratamento com antimoniato pentavalente, já 456 

pacientes com granuloma não foram responsivos à terapia com antimoniato pentavalente, mas 457 

responderam à Anfotericina B, no entanto pacientes com fibrose e necrose na medula óssea foram 458 

resistentes a qualquer tipo de terapia e evoluíram para o óbito (Kumar et al., 2007). É importante 459 

considerar que o valor dos achados na medula óssea pode orientar qual a melhor terapia a ser 460 

instituída ao paciente (Dhingra et al., 2010). Em cães, os estudos tem focado para a importância 461 

da medula óssea como alvo para acompanhamento da redução da carga parasitária após tratamento 462 

para LVC ( Ribeiro et al., 2008; Silva et al., 2012). No entanto, assim como em humanos, os 463 
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achados na medula óssea podem ser utilizados para direcionar o tratamento, bem como determinar 464 

o possível prognóstico dos animais infectados.  465 

Em cães, redução de precursores eosinofílicos na medula óssea podem estar relacionados 466 

à disfunção nesse órgão afetada pelo intenso parasitismo local (Trópia de Abreu et al., 2011) e/ou 467 

a migração de eosinófilos para os tecidos atuando como leishmanicida adicional (Rodríguez e 468 

Wilson, 2014). Em adição, a hipoplasia eosinofílica tem sido associada à progressão da doença em 469 

que a medula óssea passa a não ser responsiva, provavelmente em decorrência dos elevados níveis 470 

de citocinas inflamatórias presentes nessa fase da infecção (Nicolato et al., 2013), contribuindo, 471 

dessa forma, para a redução dessas células no sangue periférico como já foi reportado eosinopenia 472 

em cães e pacientes humanos com LV (Reis et al., 2006; Nicolato et al., 2013; Al-Ghazaly et al., 473 

2017). Em humanos, a observação de eosinopenia, na medula óssea, pode direcionar para a 474 

suspeita de infecção por Leishmania, devendo-se dar importância para esse achado particularmente 475 

em áreas não endêmicas para LV (Al-Ghazaly et al., 2017).  476 

A diminuição de neutrófilos na medula óssea pós-tratamento sugere redução da demanda 477 

dessas células em decorrência da menor carga de parasitas vista nesse órgão ( Ikeda-Garcia et al., 478 

2008; Silva et al., 2012). Nossos resultados estão em conformidade com a literatura em que após 479 

tratamento com antimoniato de meglumine foi observada uma redução no número de granulócitos 480 

na medula óssea (Ikeda-Garcia et al., 2008; Yizengaw et al., 2016). Vale ressaltar que os 481 

neutrófilos são as primeiras células a serem recrutadas para o local de infecção por Leishmania, 482 

com o objetivo de restringir a disseminação precoce do parasita (Pereira et al., 2017), além de 483 

apresentarem função na indução, manutenção e resolução da inflamação desempenhando papel 484 

fundamental na patogênese da LV(Yizengaw et al., 2016).  485 

Aumento da série linfoide, caracterizada por aumento de plasmócitos observada na medula 486 

óssea em cães no D120 pode ser resultante de  estimulação antigênica (Nicolato et al., 2013). 487 

Ikeda-Garcia et al. (2008) observaram plasmocitose em dois cães durante o tratamento com 488 
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antimoniato de meglumine e associaram esse achado à provável produção de anticorpos 489 

antileishmania por essas células. É importante enfatizar que os animais envolvidos no estudo não 490 

apresentavam alterações clínico-laboratoriais graves, diante disso, acreditamos que as 491 

modificações na celularidade da medula óssea pós-tratamento seriam mais evidentes em animais 492 

com o status clínico mais grave. 493 

Nesse contexto, vale ressaltar que o sistema imune do hospedeiro apresenta papel decisivo 494 

no estabelecimento da infecção e na avaliação do êxito de um protocolo terapêutico ( Pinelli et al., 495 

1994; Moreno et al., 1999).  496 

6.0 Conclusão 497 

O tratamento envolvendo o alopurinol promoveu melhora clínica e no perfil laboratorial 498 

com redução da anemia entre os animais, além de causar alterações citológicas na medula óssea 499 

caracterizadas, principalmente, pela redução de neutrófilos e aumento de plasmócitos. No entanto, 500 

sugerimos um estudo detalhado e a longo prazo em busca de compreender possíveis mecanismos 501 

adicionais envolvidos nas modificações da medula óssea gerados pelo uso do alopurinol para o 502 

tratamento da leishmaniose visceral canina. 503 
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CONCLUSÕES GERAIS 

 

Os dados aqui apresentados demonstram que a medula óssea revelou estar 

comprometida em cães naturalmente infectados com Leishmania infantum.  

Cães sintomáticos naturalmente infectados por L. infantum apresentaram 

alterações mais envidentes na medula óssea quando comparado a animais 

assintomáticos, as alterações  foram observadas  nos parâmetros hematológicos com 

presença de anemia de diferentes tipos e graus, na avaliação histopatológica foi 

observada hiperplasia mieloide e consequentemente aumento da relação M:E e fibrose, 

na contagem morfometrica observou-se correlação positiva entre o número de 

macrófagos e a carga parasitária e na citometria de fluxo houve redução da expressão 

de MHCII em células CD14+ na medula óssea. Tais achados sugerem que as alterações 

se acentuam com o curso da infecção. 

 

Na avaliação de cães naturalmente infectados com L. infantum e tratados com 

alopurinol, a terapia promoveu alterações no parâmetro hematológico com recuperação 

da anemia em quase totalidade dos animais avaliados. O tratamento com o alopurinol 

promoveu redução dos níveis séricos de imunoglobulinas da subclasse IgG sugerindo 

possivelmente a eficácia do protocolo terapêutico utilizado.  Na análise do mielograma 

observou-se redução precursores mielóide com diminuição de neutrófilos enquanto que 

na linhagem linfocítica houve aumento de plasmócitos. 

Futuros estudos devem ser conduzidos na tentativa de descobrir mecanismos 

adicionais que induzem as injúrias na medula óssea pela presença da L. infantum, na 

perspectiva de desenvolvimento de fármacos direcionados a reversão das alterações 

provocadas nesse órgão. É necessário também, um estudo a longo prazo com o 

alopurinol para o tratamento da leishmaniose visceral canina em populações com 

diferentes intensidades de manifestação da doença e a avaliação da sua ação voltada 

para os modificações ocorridas na medula óssea em decorrência da terapia.   
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 Termo de Doação de Animal para Pesquisa 

 

Eu,_______________________________________________nacionalidade_______________

_____, natural de ___________________, estado civil ___________________, profissão 

______________________________, residente e domiciliado à 

___________________________________________ nº __________, 

Bairro_________________, CEP____________________, portador da cédula de identidade nº 

_____________________, CPF nº_______________________, declaro que concordo com a 

doação do animal identificado abaixo, com diagnóstico sorológico/parasitológico positivo para 

leishmaniose visceral, para a Universidade Federal do Piauí, para que o mesmo seja utilizado no 

projeto de pesquisa “Alterações na medula óssea de cães com leishmaniose visceral: 

um estudo clínico-patológico” que tem como objetivo caracterizar as alterações 

histopatológicas da medula óssea de cães naturalmente infectados por L. infantum em 

diferentes estágios clínico da doença, sob responsabilidade da médica veterinária/doutoranda 

Dayane Francisca Higino Miranda. 

 

Dados de Identificação do Animal: 

Nome do Animal e/ou Número de Registro (tatuagem, microchip, brinco)........................... 

Espécie:........................................  Raça:...................................................  

Pelagem:......................................Sexo:.....................................  

Data de Nascimento: .................................... 

___________________,_____ de _____________ de 20___ 
 

 
_________________________________________________ 

                                                   Assinatura do responsável pela doação 
 
Testemunhas: 
 
_____________________________________ 
Nome / CPF 
 
_____________________________________ 
Nome / CPF 
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FICHA DE AVALIAÇÃO CLÍNICA (LVC) 

 

DATA:___________ NOME DO ANIMAL/Nº__________________________ 

CARACTERÍSTICAS DO ANIMAL_____________________________________ -

SEXO:_______________RAÇA_____________________________IDADE:______________PESO:____________  

ESTADO GERAL:ATIVO (   ) APÁTICO (  )  ECTOPARASITAS: PULGAS (   ); CARRAPATOS (   ); OUTROS(   )  

DPP:                                              Parasitológico:                                               Cinomose:                            Erliquiose: 

 CLASSIFICAÇÃO OBSERVAÇÕES 

ESTADO NUTRICIONAL NORMAL (0) MAGRO (1) CAQUETICO (2)  

PELAGEM BOM-ÓTIMO (0) REGULAR (1) RUIM (2)   

UNHAS NORMAIS (0) AUMENTADAS (1)  

LINFONODOS NORMAIS (0) APENAS 1 PAR (1) MAIS DE 1 PAR (2) 
SUB MANDIBULARES (   ) 
PRE ESCAPULARES (   )  
POPLÍTEOS (   ) 

COLORAÇÃO DAS 

MUCOSAS 
NORMAIS (0) PÁLIDAS (1) CONGESTAS (2)  

LESÃO DE FOCINHO AUSENTE (0) PRESENTE (1)  ÚLCERAS (2)  

DESPIGMENTAÇÃO DO 

FOCINHO 
AUSENTE (0) PRESENTE (1)  

LESÃO NO LÁBIO AUSENTE (0) PRESENTE (1)  ULCERAS (2)  

DESPIGMENTAÇÃO DO 

LÁBIO 
AUSENTE (0) PRESENTE (1)   

LESÃO PONTA DE ORELHA AUSENTE (0) PRESENTE (1) ULCERAS (2)  

DERMATITE ESFOLIATIVA AUSENTE (0) LOCALIZADA (1) GENERELIZADA (2)  

SECREÇÃO OCULAR AUSENTE (0) 
SEROSA-MUCOSA 

(1) 
MUCO PURULENT0 (2)  

AREAS DE ALOPECIA AUSENTE (0) 1 AREA (1) MAIS DE 1 AREAS  (2)  

BLEFARITE AUSENTE (0) PRESENTE (1)  

SANGRAMENTO AUSENTE (0) PRESENTE (1)  

TOTAL DE PONTOS  
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