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ABREU, R.T.                                                                                                                      Resumo 
 

A medula óssea é considerada um importante reservatório de parasitos em cães infectados por 
Leishmania chagasi. Poucos trabalhos na literatura relatam o processo da gênese celular na 
medula óssea na Leishmaniose Visceral Canina (LVC) em diferentes fomas clínicas. Nesse 
contexto, o objetivo do presente estudo foi avaliar as alterações na leucopoese e eritropoese bem 
como investigar a carga parasitária em aspirados de medula óssea de cães naturalmente 
infectados por L. chagasi apresentando diferentes formas clínicas e padrões distintos de 
densidade parasitária na medula óssea. Dessa forma, filmes de medula óssea corados por 
Giemsa foram avaliados considerando três grupos clínicos: assintomático (CA, n=50), 
oligossintomático (CO, n=44) e sintomático (CS, n=65) comparados com cães não-infectados 
(CNI, n=28). A densidade parasitária foi avaliada na medula óssea e os resultados expressos 
como “Leishman Donovan Units” (LDU), e classificados em tercis como baixo (BP, n=51), 
médio (MP, n=51) ou alto (AP, n=48) parasitismo. Em um segundo grupo de 48 cães (CA, 
n=10; CO, n= 9; CS, n= 12; CNI, n= 17) o mielograma e hemograma completo foram realizados 
para investigar a associação entre a celularidade da medula óssea e do sangue periférico. Os 
resultados obtidos indicaram diferenças significativas em relação à eritropoese considerando 
proeritroblastos, eritroblastos basófilos, policromáticos e ortocromáticos resultando em 
hipoplasia eritróide principalmente nos grupos CA e CS. A leucopoese apresentou algumas 
alterações em cães infectados. Por exemplo, células da linhagem eosinofílica mostraram uma 
diminuição significativa nos diferentes grupos clínicos comparado com o grupo CNI. 
Entretanto, células da linhagem neutrofílica mostraram alterações nos diferentes grupos clínicos, 
tais como um aumento significativo nos diferentes grupos clínicos. Em relação às células 
mononucleares, foi observado aumento de linfócitos nos grupos CO e CS quando comparado 
com o grupo CNI. Resultados similares foram encontrados em plasmócitos mostrando clara 
tendência ao aumento gradual de acordo com a gravidade da infecção. Por outro lado, 
monócitos tiveram significativo aumento no grupo CO comparado ao grupo CA. A contagem 
diferencial de células da medula óssea demonstrou um aumento na razão mielóide: eritróide 
(M:E) devido ao aumento de células granulocíticas nos diferentes grupos clínicos comparado 
com o grupo CNI. A avaliação parasitológica mostrou maiores índices de LDU em CS 
comparado com CA. Além disso, os dados demonstraram uma correlação positiva entre status 
clínico (CA,CO,CS) e densidade parasitária (BP,MP,AP). A avaliação do impacto do 
parasitismo na medula óssea mostrou resultados similares quando se avaliou os cães 
classificados em diferentes formas clínicas, tais como, hipoplasia eritróide, hipoplasia 
eosinofílica, proliferação de células precursoras neutrofílicas, um significativo aumento no 
número de linfócitos e plasmócitos, destacando o grupo de cães com alto parasitismo com 
resultados mais significativos. Os resultados do grupo 2 mostraram que as alterações do sangue 
periférico foram relacionadas às alterações da medula óssea principalmente no grupo CS. De 
forma interessante, o grupo CS demonstrou diminuição de células da linhagem eritropoética e 
eritrócitos, hemoglobina e hematócrito caracterizando anemia periférica não-regenerativa. Além 
disso, foram observados aumento de neutrófilos e seus precursores, diminuição de bastonetes e 
segmentados eosinófilos e significativo aumento de linfócitos na medula óssea associada à 
leucopenia com desvio à esquerda, eosinopenia, linfopenia e monocitopenia no sangue 
periférico. O presente estudo mostrou que a evolução clínica da LVC em cães naturalmente 
infectados promove claras alterações na medula óssea e no sangue periférico. A progressão da 
doença da forma clínica assintomática para sintomática foi acompanhada de parasitismo intenso 
na medula óssea. Assim, os dados analisados em conjunto permitem concluir que a avaliação 
desses parâmetros constitui uma ferramenta adicional bastante útil no prognóstico da 
leishmaniose visceral canina, bem como no diagnóstico em duas situações específicas, a saber: 
a) esclarecer casos com forte suspeita de LVC, porém não confirmados por sorologia, 
utilizando-se do mielograma; e b) orientar exames complementares para elucidar suspeita de 
LVC, a partir de dados clínicos e do hemograma. 
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The bone marrow is considered an important reservoir of parasites in sick Leishmania-infected 
dogs. Little is know about the process cellular genesis in bone marrow in Canine Visceral 
Leishmaniasis (CVL) presenting different clinical status. In this context, the aim of the present 
study was to evaluate leucopoiesis and erythropoiesis alterations as well as to investigate 
parasite load in aspirates of bone marrow dogs naturally infected by L. chagasi with different 
clinical status and distinct patterns of bone marrow parasite density. Herein, bone marrow (BM) 
smears stained by Giemsa were evaluated considering three clinical groups: asymptomatic (AD, 
n=50), oligosymptomatic (OD, n=44) and symptomatic (SD, n=65) compared with non-infected 
dogs (NID, n=28). Parasite density was performed in bone marrow and the results expressed as 
“Leishman Donovan Units” (LDU index), and classified into tertiles as low (LP, n=51), medium 
(MP, n=51) or high (HP, n=48) parasitism. A second group of 48 dogs (AD, n=10; OD, n= 9; 
SD, n= 12; NID, n= 17) was evaluated by bone marrow analysis and hemogram to investigate 
the association between bone marrow and periphreral blood parameters. The results obtained 
indicated significant differences in relation to erythropoiesis considering proerythroblasts, 
basophilic, polychromatic and orthochromatic erythroblasts resulting in an erythroid hypoplasia 
mainly in AD and SD groups. Leucopoiesis presented some alterations in infected dogs. For 
example, eosinophilic lineage cells number showed a significant decrease in the different 
clinical groups compared to NID group. However, neutrophilic lineage cells number showed 
alterations in the different clinical groups, such as a significant increase in the different clinical 
groups. Related to mononuclear cells, it was observed for lymphocytes number an increase in 
OD and SD groups when compared with NID group. Similar results were found for plasma cell 
number showing a clear tendency to a gradual increase according to the severity of the infection. 
By the other hand, monocytes cell number had significantly increase in OD group compared to 
AD group. Differential cell counts of bone marrow demonstrated an increase in the myeloid: 
erythroid (M:E) ratio due to the increased numbers of granulopoietic cells in the different 
clinical groups compared to NID group. Parasitological assessment showed higher LDU index 
in SD compared with AD. Moreover, our data demonstrated a positive correlation among 
clinical status (AD,OD,SD) and parasite density (LP,MP,HP). Assessment of the impact of 
parasite density on bone marrow showed similar results when the dogs were evaluated in 
different clinical stages such as erythroid hypoplasia, eosinophilic hypoplasia, proliferation of 
neutrophilic precursors cells, a significant increase in lymphocytes and plasma cells number, 
highlighting the high parasitism dogs group with the most significatives results. The results of 
second group showed that periphreral blood alterations were related to those shown by bone 
marrow, mainly in SD group. Indeed, SD group dogs demonstrated significant decrease in 
erythropoietic lineage cells number and erythrocytes, hemoglobin and hematocryt resulting in a 
nonregenerative anemia. Moreover, there were observed increase in neutrophils and their 
precursors, decrease in band eosinophils and eosinophils and significant increase in 
lymphocytes number in bone marrow associated to leukopenia with left shift, decrease in 
eosinophils, lymphocytes and monocytes number in peripheral blood. The present study showed 
that the clinical evolution of CVL in naturally infected dogs promotes clear alterations in the 
bone marrow and periphreral blood. The progression of the disease from asymptomatic to 
symptomatic clinical status was accompanied by intense parasitism in the bone marrow. So, the 
data analysed together allow to conclude that the assessment of these parameters constitute an 
useful and additional tool for CVL prognosis, as well as for diagnosis in two specific situations, 
namely: a) to clarify cases with a strong suspicion of CVL, however not confirmed by sorologic 
tests, by using bone marrow analysis; and b) to orientate complementary laboratory tests to 
investigate CVL suspicion, based on clinical and hemogram data. 
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 O gênero Leishmania descrito em 1903 por Ross compreende protozoários 

digenéticos que apresentam formas promastigotas e paramastigotas, que se 

desenvolvem no tubo digestivo do hospedeiro invertebrado e formas amastigotas, que 

permanecem e multiplicam no Sistema Monocítico Fagocitário (SMF) do hospedeiro 

vertebrado. A multiplicação deste parasito ocorre por divisão binária, tanto no 

hospedeiro vertebrado quanto no invertebrado (Bastien et al., 1992).  

 A transmissão entre hospedeiros vertebrados ocorre através da picada de fêmeas 

dos flebotomíneos. Os flebotomíneos pertencem à ordem Díptera, família Psychodidae, 

subfamília Phlebotominae, sendo conhecidos dois gêneros: Lutzomyia, presente no 

Novo Mundo, e Phlebotomus, no Velho Mundo (Lainson & Shaw, 1987). No Brasil, 

são encontradas inúmeras espécies de flebotomíneos, sendo considerada como a 

principal espécie vetora de Leishmania (L.) chagasi a L. longipalpis. Entretanto, outros 

vetores podem eventualmente assumir este papel em áreas geográficas limitadas, com a 

ocorrência de L. evansi na Colômbia (Travi et al., 1996) e L.cruzi no Mato Grosso do 

Sul, Brasil (Santos et al., 1998). 

 As leishmanioses são um complexo de doenças causadas por espécies do gênero 

Leishmania, podendo acometer desde o homem até animais silvestres e domésticos e 

sua distribuição mundial é ampla, ocorrendo em diversas partes do mundo, exceto 

Oceania e Antártida (WHO, 1990; Desjeux, 1991; Bryceson, 1996). 

A leishmaniose visceral (LV) é a mais relevante dentre as doenças emergentes 

no mundo alcançando 98% de mortalidade em casos humanos não tratados (Tesh, 

1995). Apresenta característica endêmica em 88 países, sendo que cerca de 90% dos 

casos de LV notificados no mundo ocorrem em Bangladesh, Brasil, Índia e Sudão. O 

Brasil é responsável por 90% das notificações de LV que ocorrem no continente 

americano (Monteiro et al., 1994).  

Estudos epidemiológicos preliminares realizados no Ceará por Deane & Deane 

(1962) relataram a participação do cão como reservatório doméstico e a raposa 

(Dusicyon vetulus) como reservatório silvestre da L. chagasi. Posteriormente Lainson et 

al. (1969) encontraram, no Pará, outro canídeo infectado, Cerdocyon thous, incluindo-o 

também na lista de reservatórios silvestres. 
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Do ponto de vista epidemiológico a Leishmaniose visceral canina (LVC) é 

considerada ser mais importante que a doença humana devido a sua alta prevalência e 

pelo fato de tanto cães assintomáticos quanto sintomáticos apresentarem intenso 

parasitismo cutâneo e serem igualmente fonte de infecção para o vetor (Molina et al., 

1994, Giunchetti et al., 2006). 

 Estratégias de controle da LV foram estabelecidas por Deane (1956) e baseiam-

se em um tripé de ações que preconiza o tratamento dos casos humanos, combate ao 

vetor por aspersão de inseticida com efeito residual em domicílio e peridomicílio, além 

do sacrifício dos cães soropositivos. Esta última, por sua vez, vem sendo contestada 

pelos proprietários dos cães e por veterinários. O fato de mais de 50% dos cães 

infectados apresentarem-se clinicamente saudáveis (Lanotte et al., 1979; Gradoni et al., 

1980; Mancianti et al., 1986; Abranches et al., 1991; Brandonisio et al., 1992; Alvar et 

al., 1994) gera grande resistência dos proprietários de cães infectados em colaborar com 

o programa de controle. Dessa forma, essas medidas, muitas vezes realizadas de forma 

isolada, não apresentaram efetividade para redução da incidência da doença (Palatnik et 

al., 2001). O Programa de Controle da Leishmaniose Visceral (PCLV) desenvolvido 

pelo Ministério da Saúde tem o novo enfoque de incorporar os estados e municípios 

silenciosos, ou seja, sem ocorrência de casos humanos ou caninos da doença, nas ações 

de vigilância epidemiológica. Dessa forma, poderia se evitar ou minimizar os problemas 

referentes a este agravo em áreas sem transmissão. Nas áreas com transmissão de LV, 

após estratificação epidemiológica, as medidas de controle devem ser distintas e 

adequadas para cada área a ser trabalhada (Ministério da Saúde, 2003). Entretanto até o 

momento esta política ainda não foi efetivamente adotada em todos os estados 

federativos.  

No Brasil, a LV inicialmente tinha um caráter eminentemente rural e, mais 

recentemente, vem se expandindo para as áreas urbanas de médio e grande porte. Em 

Minas Gerais, Profeta da Luz et al. (2001) relataram que a notificação de casos de LV 

passou de seis municípios da região metropolitana de Belo Horizonte no período de 

1994/1995 para quinze no período de 1998/1999. Estes dados mostram de forma clara e 

preocupante a grande expansão da LV no Brasil e na área metropolitana de Belo 

Horizonte, ilustrando claramente o caráter emergente e re-emergente desta endemia. 
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O tratamento de cães doentes vem sendo realizado com freqüência em clínicas 

veterinárias de forma indiscriminada, já que o mesmo não é recomendado pelo 

Ministério da Saúde. Entretanto, como a quimioterapia não proporciona cura 

parasitológica ao cão, o desenvolvimento de uma vacina anti-LVC seria a melhor 

alternativa para combater a crescente expansão da LV no ambiente urbano (Marzochi et 

al., 1985; Genaro, 1993). No ano de 2005 o  Ministério da Saúde lançou uma portaria 

proibindo o uso de glucantime® em clínicas veterinárias em função da possibilidade de 

se gerar cepas refratárias ao tratamento por esta droga em humanos (Ministério da 

Saúde, 2005).  

Diversos aspectos relacionados ao quadro clínico da LVC assemelham-se ao da 

LV humana, tais quais: com febre irregular por longos períodos, palidez de mucosas e 

emagrecimento progressivo, até um estado de caquexia, em seu estágio final (Marzochi 

et al., 1985; Genaro, 1993). 

Alguns autores buscam classificar a doença no cão em formas clínicas por meio 

da estratificação de sinais clínicos. A classificação clínica mais amplamente empregada 

e reconhecida na literatura científica foi preconizada por Mancianti et al. (1988) que 

propuseram a classificação da LVC baseada em sinais clínicos abrangendo três grupos 

clínicos distintos, a saber: cães assintomáticos (CA), cães oligossintomáticos (CO) e 

cães sintomáticos (CS). 

Portanto, a LVC pode envolver desde casos assintomáticos aparentemente 

saudáveis até uma a doença sistêmica e grave, a qual na maioria das vezes culmina no 

óbito.  

 O diagnóstico da LVC é geralmente realizado através de testes sorológicos, tais 

como, RIFI (Reação de Imunofluorescência Indireta) e ELISA (Enzime Linked 

Immunoabsorbent Assay), associado com os aspectos clínicos e epidemiológicos. 

Entretanto o diagnóstico parasitológico é considerado por muitos, padrão ouro em 

função da visualização do parasito em esfregaços por aposição de tecidos (Sacks et al., 

1993). Estudos demonstraram que a RIFI apresenta títulos sorológicos mais elevados 

em animais sintomáticos quando comparados aos oligossintomáticos, que por sua vez 

apresentam títulos sorológicos superiores aos cães assintomáticos (Genaro, 1993; Reis, 

2001; Reis et al., 2006a). Entretanto esta correlação nem sempre é constatada, pois é 

dependente de inúmeros fatores tais como: parasitismo, estágio clínico, resposta imune, 
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antígeno empregado, dentre outros. Além disso, observa-se que alguns cães 

assintomáticos podem apresentar altos títulos e cães sintomáticos podem apresentar 

baixos títulos (Reis et al., 2006b). 

O maior problema em relação ao diagnóstico clínico é o fato dos sinais clínicos 

da LVC serem muito similares àqueles observados em outras infecções caninas. O 

aspecto crônico da doença e seu longo período de incubação podem gerar um atraso, 

falha e principalmente confundimento no diagnóstico clínico (Cardoso & Cabral, 1998). 

 Há relatos de várias alterações bioquímicas e hematológicas em cães 

naturalmente ou experimentalmente infectados, tais como: anemia normocítica e 

normocrômica, leucopenia, trombocitopenia, elevação das proteínas totais com 

hipergamaglobulinemia e hipoalbuminemia e alterações nas enzimas hepatocelulares 

(alanina amino transferase e aspartato amino transferase) (Abranches et al., 1991; 

Genaro, 1993; Reis et al., 2006a). 

 A gênese das alterações hematológicas seja da série vermelha ou da série branca 

muitas vezes está relacionada às disfunções medulares tais como displasia e aplasia 

(Diebold et al.,2000; Weiss et al.,2001; Weiss, 2006). Entretanto, pouco se conhece 

sobre as alterações mielopoéticas em cães naturalmente infectados por L. chagasi. 

 A avaliação da celularidade na medula óssea em cães portadores de LVC é um 

tópico pouco abordado por hematologistas e parasitologistas, porém alguns autores 

relataram ocorrência de hiperplasia de determinados precursores como, granulócitos 

neutrófilos proporcionando um aumento da relação mielóide:eritróide (M:E). Outras 

alterações descritas tais como aumento na população de monócitos e macrófagos e a 

elevação no número de plasmócitos e células de Mott, parecem indicar uma estimulação 

antigênica associada à infecção no compartimento medular (Anosa & Idowu, 1983; 

Yamaguchi et al., 1983). 

   Foglia et al. (2006) relataram alterações patológicas da medula óssea na LVC 

considerando três grupos clínicos: assintomáticos, oligossintomáticos e sintomáticos. As 

alterações descritas por estes autores são tanto da série vermelha (eritrofagocitose, 

hipoplasia e displasia eritróide), quanto da série branca (hiperplasia mielóide, 

neutrofílica e eosinofílica). Entretanto, o trabalho não relata os valores obtidos na 

contagem diferencial celular da medula óssea nas diferentes formas clínicas e diferentes 

graus de parasitismo medular não foram estabelecidos. 
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  Dessa forma, a evolução clínica da LVC em cães naturalmente infectados parece 

promover claras alterações nas células da medula óssea, sendo que essas alterações são 

diretamente relacionadas ao status clínico dos cães. Neste sentido, acreditamos que as 

alterações medulares podem contribuir seja no contexto do diagnóstico em função da 

presença de formas amastigotas neste importante sítio, seja no prognóstico clínico 

laboratorial da LVC no âmbito das alterações eritropoéticas e leucopoéticas. Entretanto, 

novos estudos são necessários para estabelecer um padrão hematológico medular para 

diagnóstico de LVC nas diferentes formas clínicas, principalmente em nosso meio. 

Além disso, considerando a importância da densidade parasitária da medula óssea, 

capaz de decodificar as principais alterações clínicas da LVC (Reis et al., 2006c), a 

avaliação das alterações medulares pode auxiliar no entendimento da imunopatogênse 

observada pelos achados hematológicos no decorrer da história natural da LVC. 
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2.1 - Leishmanioses 
 
 As Leishmanioses compreendem um grupo de doenças causadas por 

protozoários da ordem Kinetoplastida, família Trypanosomatidae e gênero Leishmania 

(Lainson & Shaw, 1987). Os flebotomíneos transmissores das leishmanioses estão 

amplamente distribuídos na natureza entre os reservatórios silvestres e/ou domésticos. 

Ao menos 30 das 400 espécies conhecidas são capazes de transmitir Leishmania sp. 

(Shaw, 2003; Lainson & Rangel, 2005), destacando-se os gêneros Lutzomyia nas 

Américas e Phlebotomus na África, Europa e Ásia (Killick-Kendrick, 1990). Na 

leishmaniose visceral, os hospedeiros vertebrados, reconhecidos como reservatórios 

estão limitados a um grupo específico de mamíferos, particularmente os pertencentes à 

família Canidae.  

 A expressão clínica da doença é variável e reflete as complexas interações da 

virulência da espécie ou cepa infectante com a resposta imune do hospedeiro (Pearson, 

1993). Devido ao caráter espectral das manifestações clínicas das leismanioses, diversos 

autores propõem diferentes classificações clínicas, entretanto, a Organização Mundial 

de Saúde (OMS) divide e reconhece as leishmanioses em quatro grupos clínicos: 

cutânea, mucocutânea, cutânea difusa e visceral. Cada forma apresenta um perfil 

epidemiológico distinto. As formas tegumentares no Brasil são determinadas por seis 

espécies, cinco do subgênero Viannia e uma do subgênero Leishmania: Leishmania 

(Viannia) braziliensis, L. (V.) guyanensis, L. (V.) lansoni, L. (V.) naiffi, L. (V.) shawi, L. 

(L.) amazonensis, a forma mucosa, pela L. (V.) braziliensis e eventualmente pela L. (V.) 

guyanensis e a forma visceral por única espécie, do subgênero Leishmania: a 

Leishmania (Leishmania) chagasi (Lainson & Shaw, 1987; Marzochi & Marzochi, 

1994). 

 A leishmaniose cutânea é doença de baixa gravidade, caracterizada por lesões 

ulcerosas e indolores. Já a forma mucocutânea pode causar lesões extremamente 

mutilantes na região nasofaríngea, enquanto a forma cutânea difusa, além de ser um 

grande desafio terapêutico, apresenta-se com o aspecto hanseniforme com lesões 

nodulares disseminadas não-ulceradas. A forma visceral (LV) é acompanhada de 

elevada mortalidade quando não tratada (WHO, 1990). A LV humana, considerada a 
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mais grave de todas as formas clínicas, caracteriza-se por febre irregular de longa 

duração, perda de peso, hepatoesplenomegalia, linfadenopatia, anemia, leucopenia, 

edema, epistaxe, hipergamaglobulinemia, hematêmese, emagrecimento e debilidade 

progressiva. Geralmente evolui para a morte, quando não tratada a tempo, em 

conseqüência do estado clínico do paciente (Alencar & Neves, 1982). 

  O complexo Leishmania donovani (Lainson & Shaw, 1987) reúne as três 

principais espécies de Leishmania responsáveis pelo quadro visceral: Leishmania (L.) 

donovani (Laveran & Mesnil, 1903), Leishmania (L.) infantum (Nicolle, 1908) e 

Leishmania (L.) chagasi (Cunha & Chagas, 1937) que apresentam características 

epidemiológicas distintas. 

 Leishmania (Leishmania) donovani (Laveran & Mesnil, 1903) além da forma 

visceral clássica, pode provocar a leishmaniose dérmica pós-calazar em áreas restritas 

da Índia, Sudão, Paquistão, Nepal e regiões do leste da China. 

 Leishmania (Leishmania) infantum (Nicolle, 1908) tem ampla distribuição 

geográfica no Velho Mundo, atingindo partes dos continentes asiático, africano e 

europeu.   

 Leishmania (Leishmania) chagasi (Cunha & Chagas, 1937) possui ampla 

distribuição geográfica no Novo Mundo, ocorrendo na Argentina, Bolívia, Brasil, 

Colômbia, El Salvador, Guatemala, Guadalupe, Honduras, Martinica, México, Paraguai 

e Venezuela. O cão doméstico (Canis familiaris) é considerado a principal fonte de 

infecção para o flebotomíneo, sendo importante na manutenção da doença (Deane & 

Deane, 1962; Quinnell et al., 1997; Reithinger et al., 2004). No Brasil, as raposas 

Dusicyon vetulus e Cerdocyon thous possuem notável participação como hospedeiro 

silvestre nas regiões Nordeste (Deane & Deane, 1954) e Sudeste (Silva et al., 2001) do 

país, e na Amazônia (Lainson et al., 1969; Silveira et al., 1982; Lainson & Shaw, 1987), 

respectivamente. Estudos realizados na Colômbia (Corredor et al., 1989) e na região de 

Jacobina, no estado da Bahia (Sherlock et al., 1984), relataram a ocorrência de gambás, 

Didelphis marsupialis e Didelphis albiventris, naturalmente infectados com L. chagasi. 

 Estudos isoenzimáticos e genéticos realizados com amostras de L.infantum e L. 

chagasi, provenientes de várias localidades, indicaram que as diferenças entre elas são 

tão restritas que não é possível diferenciá-las (Mauricio et al., 2000; Dantas-Torres, 

2006). Em função das características bioquímicas e moleculares serem muito 
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semelhantes entre essas espécies especula-se que L. chagasi é na verdade L.infantum, 

trazida para a América por colonizadores europeus através de cães infectados por 

L.infantum (Killick-Kendrick, 1990).    

A leishmaniose visceral pode apresentar-se como uma zoonose ou antroponose, 

possui amplo espectro epidemiológico no mundo, com ocorrência em vastas áreas 

tropicais e subtropicais do mundo. Uma vez que a ocorrência de leishmaniose é de 

notificação obrigatória em apenas 32 dos 88 países que se apresentam endêmicos para a 

doença (WHO, 1995), verifica-se discrepância significativa entre o número de casos 

ocorridos e o número de casos registrados (Ashford et al., 1992). No entanto, há 

estimativas que cerca de 350 a 400 milhões de pessoas, no mundo todo, estão sob risco 

de contrair leishmaniose e, que aproximadamente 12 a 14 milhões encontram-se 

infectadas (Ashford et al., 1992; Mott et al., 1995; WHO, 1995).    

No Brasil a LV está registrada em 19 das 27 Unidades da Federação, sendo que 

aproximadamente 1.600 municípios apresentam transmissão autóctone. Entre os anos de 

1984 e 2002, o Ministério da Saúde registrou 48.455 casos de LV em território nacional. 

A média anual de casos nos últimos dez anos foi de 3.156 casos (Ministério da Saúde, 

2003).  

 Os dados epidemiológicos da última década revelam a periurbanização e a 

urbanização da doença no país, destacando-se surtos ocorridos no Rio de Janeiro (RJ), 

Belo Horizonte (MG), Araçatuba (SP), Santarém (PA), Corumbá (MS), Teresina (PI), 

Natal (RN), São Luís (MA), Fortaleza (CE), Camaçari (BA) e, recentemente as 

epidemias ocorridas nos municípios de Três Lagoas (MS), Campo Grande (MS) e 

Palmas (TO) (Ministério da Saúde, 2003).    

 O aumento do número de casos e a expansão territorial da LV, humana e canina 

são devido às alterações epidemiológicas ocorridas nos últimos anos: a adaptação do 

ciclo de transmissão ao ambiente peridoméstico, como resultado da urbanização e 

desflorestamento; a ineficácia das campanhas de controle do vetor e reservatório; o 

surgimento de novos fatores imunodepressores, como a infecção pelo vírus causador da 

síndrome de imunodeficiência adquirida (SIDA); o aumento nas evidências da 

circulação de cepas resistentes ao tratamento e os intensos processos migratórios 

(Wijeyaratne et al., 1994; WHO, 2002; Silva et al., 2001; Reithinger & Davies, 2002).       
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 Portanto, as leishmanioses parecem estar muito mais disseminadas e por isso 

devem possuir uma maior importância na saúde pública (Cardoso & Cabral, 1998). 

 

2.2 - Leishmaniose visceral canina (LVC) 
 

2.2.1 - A importância do cão como reservatório, no controle e profilaxia da 
leishmaniose visceral 

 
Desde 1908, quando relataram pela primeira vez na Tunísia a presença de 

formas amastigotas em canídeos domésticos (Nicolle & Comte, 1908) e no Brasil 

(Deane & Deane, 1954; 1955a; 1955b; 1962) ao observarem intenso parasitismo 

cutâneo em cães e raposas do Ceará, os cães têm sido considerados como importantes 

reservatórios no ciclo doméstico da LV. 

Os trabalhos conduzidos por Deane & Deane no nordeste brasileiro forneceram 

valiosa contribuição no esclarecimento do papel do cão como reservatório da L. chagasi 

e no estabelecimento dos aspectos principais da epidemiologia da LV na região. Além 

disso, determinaram a importância da raposa como reservatório silvestre do calazar, ao 

descreverem intenso parasitismo cutâneo na espécie Dusicyon vetulus, similar ao 

encontrado em cães e infectando flebotomíneos. 

No Brasil, a alta prevalência da infecção canina próximo aos locais de 

ocorrência da doença em humanos, a preferência alimentar não-antropofílica do vetor e 

a abundância e íntima proximidade com que a população canina convive com os seres 

humanos são alguns fatores relacionados com a participação do cão na disseminação e 

manutenção da doença em humanos (Brener, 1957; Lainson & Shaw, 1979).  

Segundo Palatnik-de-Souza et al. (2001), o Brasil é o único país endêmico que 

regularmente conduz um programa epidemiológico e profilático no combate à doença 

composto pela integração de três medidas de saúde pública: o diagnóstico e tratamento 

dos casos humanos registrados, a identificação e a eliminação dos reservatórios 

domésticos (cães infectados) e a aplicação de inseticidas para eliminação do vetor 

(Ministério da Saúde, 2003). Para que o controle da LV seja eficaz, as medidas devem 

ser mantidas durante longo período evitando dessa forma a reativação de focos, uma vez 

que as medidas anti-vetoriais não têm obtido sucesso e um grande número de pacientes 
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não respondem à quimioterapia convencional com antimoniais, demonstrando a 

resistência das cepas locais a estas drogas (WHO, 1991). 

Segundo dados da Gerência de Epidemiologia e Informação da cidade de Belo 

Horizonte, no ano de 2006 foram observadas 8.101 amostras positivas entre os 82.379 

cães avaliados, que representa uma prevalência da ordem de 9,83% (Prefeitura de Belo 

Horizonte, 2007). Aproximadamente 25.000 cães soropositivos são eliminados todos os 

anos em nosso país (Tesh, 1995). O sacrifício de cães positivos, uma das principais 

ações profiláticas da LV recomendada pela OMS, vem sofrendo crescentes críticas por 

parte da sociedade, já que a população apresenta grande estima pelos animais (WHO, 

1990; Desjeux, 1996; Alvar et al., 2004). Dessa forma, um número cada vez maior de 

cães é submetido ao tratamento no Brasil, já praticado nos países da Europa. Diversos 

experimentos mostram que após o tratamento geralmente ocorre remissão temporária de 

sinais clínicos, seguida de recidivas (Alvar et al., 1994; Vercammen et al., 1995; 

Moreno et al., 1999; Cavaliero et al., 1999; Lamothe, 2001; Ikeda-Garcia et al., 2007). 

Desta forma a imunoprofilaxia representa uma eficiente ferramenta de controle, 

diversos estudos sugerem o uso de vacinas profiláticas, humanas ou caninas, 

substituindo o sacrifício animal (Marzochi et al., 1985; Genaro, 1993; Dye, 1996; Da 

Silva et al., 2000; Giunchetti et al., 2007). Além disto, medidas de controle alternativas, 

tais como, o uso de coleiras impregnadas com inseticidas tópicos (deltametrina) tem 

sido recomendado para proteção dos cães contra as picadas de flebotomíneos e, 

consequentemente, para o bloqueio do ciclo de transmissão da doença (Killick-

Kendrick, 1997; David et al., 2001; Maroli et al., 2001; Reithingher et al., 2004).    

 

2.2.2 - Aspectos clínicos da doença no cão 
 

A doença clínica no cão é multifacetada com sintomatologia variada ou mesmo 

ausência de sinais clínicos e período de incubação de difícil estabelecimento. Segundo 

Genaro (1993), em infecções experimentais, o período de incubação que segundo o 

autor é caracterizado pelo encontro do parasito na medula óssea pode variar de três 

meses até vários anos. Estudos demonstraram que o período de incubação sofre 

influência da imunocompetência do hospedeiro, portanto, os sinais clínicos na LVC 

podem tornar-se evidentes no período de um mês a sete anos (Genaro, 1993; Vexenat et 
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al., 1994; Acedo-Sanchez et al., 1996). Em cães susceptíveis, a partir de uma infecção 

cutânea localizada, o parasito pode disseminar via vasos linfáticos ou sanguíneos, 

infectando macrófagos da medula óssea, linfonodo, fígado e baço, bem como rins e trato 

gastrointestinal, podendo causar doenças crônicas, que culminam em morte na maioria 

dos casos (Genaro et al., 1988; Reis et al., 2006a). 

 A dificuldade do diagnóstico clínico se deve ao fato de 50-60% dos cães 

infectados não apresentarem sinais clínicos da doença (Lanotte et al., 1979; Gradoni et 

al., 1980; Mancianti et al., 1986; Abranches et al., 1991a; Brandonisio et al., 1992), 

mas constituírem fonte de infecção para o vetor (Adler & Theodor, 1932; Alvar et al., 

1994; Molina et al., 1994). Os cães infectados podem apresentar uma grande variedade 

de perfis clínicos, desde aparentemente saudáveis a severamente acometidos, sendo este 

grau de apresentação dos sinais clínicos determinado pela cepa do parasito, genética e 

estado imunológico do animal (Handman, 2001).    
 As manifestações clínicas da doença apresentam sinais inespecíficos, tais como, 

febre irregular por longos períodos, anemia, perda progressiva de peso, caquexia, 

hepatoesplenomegalia e hipertrofia dos gânglios linfáticos, principalmente poplíteos, 

pré-escapulares e submaxilares (Abranches et al. 1991b; Genaro, 1993).  

 Alterações dermatológicas são muito freqüentes em animais portadores da LVC 

e raramente ocorrem na ausência de outros sinais clínicos da doença (Ferrer et al., 

1988). No quadro dermatológico clássico estão presentes: dermatite esfoliativa com 

formação de caspas, hipotricose e alopecia não-pruriginosa, dermatites ulcerativas, 

formação de pústulas e nódulos, hiperceratose e despigmentação do focinho e coxins, 

descamação e alopecia focais das pinas, focinho e região periocular, onicogrifose 

(Slappendel, 1988; Genaro, 1993; Koutinas et al. 1993; Solano-Gallego et al. 2004; 

Reis et al., 2008).     
 A proliferação de linfócitos B, plasmócitos, histiócitos e macrófagos, nos órgãos 

linfóides pode resultar em linfoadenomegalia generalizada e hepatoesplenomegalia 
(Slappendel & Ferrer, 1998; Koutinas et al. 1999). A multiplicação de amastigotas em 

macrófagos do fígado produz uma hepatite crônica ativa (Ferrer, 1992; Noli, 1999; 

Blavier et al., 2001). A deposição de imunocomplexos nos rins ocasionalmente resulta 

em glomerulonefrite membranoproliferativa e nefrite tubulointersticial e pode progredir 
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para um quadro de síndrome nefrótica ou insuficiência renal crônica (Ferrer, 1999; Noli, 

1999).  

Embora não estejam necessariamente presentes em todos os animais doentes, 

outros sinais são freqüentes como epistaxe, atrofia muscular, edema das patas, paresia 

das patas posteriores, diarréia, hemorragia intestinal, apatia, emaciação, onicogrifose, 

ceratoconjuntivite e uveíte (Lanotte et al., 1979; Marzochi et al., 1985; Slappendel & 

Greene, 1990; Genaro, 1993). Viñuelas et al. (2001) demonstraram que o parasito pode 

atingir os tecidos cerebrais e produzir um quadro clínico conhecido como LVC cerebral, 

caracterizado por manifestações neurológicas e alterações na composição do líquor.   

Mancianti et al. (1988) baseado no exame clínico de cães infectados por 

L.infantum na Ilha de Elba, Itália, classificaram clinicamente estes animais em três 

formas: cães assintomáticos (CA), com ausência de sinais clínicos sugestivos de 

infecção por L. chagasi; cães oligossintomáticos (CO), com pelagem opaca, alopecia 

localizada, emagrecimento moderado e/ou adenopatia linfóide; cães sintomáticos (CS), 

com todos ou alguns sinais severos da doença, característicos de LV ativa, tais como, 

alterações cutâneas (alopecia, eczema furfuráceo, úlceras, hiperqueratose), onicogrifose, 

emagrecimento acentuado, ceratoconjuntivite, paresia dos membros posteriores, entre 

outras. 

Estudos relatam a ocorrência de cura espontânea sendo que aproximadamente 

15% dos cães infectados são capazes de se recuperar e eliminar os parasitos 

espontaneamente (Lanotte et al.,1979; Gradoni et al., 1987; Genaro et al., 1992a).  

A correlação de variáveis tais como, a idade, sexo e raça com a aquisição da 

infecção são contraditórios, apesar de muitos autores relatarem uma tendência de 

aumento da prevalência de infecção à medida que a idade progride (Alencar & Cunha, 

1963; Lanotte et al., 1975; Sideris et al., 1996). Abranches et al. (1991a) notificaram a 

doença somente em cães adultos jovens e idosos. Com relação ao sexo, os trabalhos 

relatam que a condição de macho ou fêmea, para os cães, não favorece, nem beneficia a 

susceptibilidade à infecção (Pozio et al., 1981; Abranches et al.,1991a ; Sideris et al., 

1996; França-Silva et al., 2003). Um estudo comparativo de Hasibeder et al. (1992) 

demonstrou que cães de raça de trabalho possuíam risco três vezes maior de adquirir a 

LVC comparado com as raças de companhia, possivelmente em conseqüência do tempo 
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despendido por estes grupos de raças em ambientes extradomiciliares e, portanto, a 

maior exposição ao inseto vetor.  

 

2.2.3 - Alterações bioquímicas e hematológicas na leishmaniose visceral canina 
 

Diversos pesquisadores relataram alterações bioquímicas e hematológicas na 

LVC com aplicações limitadas no diagnóstico da doença, porém, estas podem ser muito 

importantes na avaliação prognóstica e no acompanhamento do status clínico do animal, 

bem como na elucidação da patogênese (Ikeda et al., 2002; Reis et al., 2006a).  

Dentre as alterações bioquímicas observadas na LVC, uma característica 

marcante é a disproteinemia, provocada pela marcada resposta imune humoral 

policlonal, que ocorre após a infecção. O desequilíbrio protéico é explicado pelo 

aumento das proteínas séricas totais, hiperglobulinemia devido ao ligeiro aumento das 

frações α e β-globulinas e ao aumento significativo da fração gama-globulina 

(hipergamaglobulinemia), hipoalbuminemia e consequentemente, inversão da relação 

albumina/globulina (A/G) (Groulade, 1983; Slappendel, 1988; Cardoso & Cabral, 1998; 

Noli, 1999). O trabalho de Reis et al. (2006a) confirmou esses achados e também 

demonstrou que o grupo de cães sintomáticos apresentou menor razão A/G quando 

comparado aos grupos de cães assintomáticos e não infectados. 

 Slappendel & Ferrer (1998) relataram em um estudo com 80 cães portadores de 

LVC que as elevações das atividades séricas das enzimas hepáticas alanina amino 

transferase (ALT) e fosfatase alcalina (FA) ocorreram em 61 e 51% dos animais, 

respectivamente. Entretanto, a maioria dos trabalhos demonstra valores normais de ALT 

e aspartato amino transferase (AST) (Keenan et al., 1984 a, b; Genaro, 1993; 

Amusategui et al., 2003). A azotemia, entretanto, ocorre em aproximadamente 45% dos 

cães portadores de LVC (Slappendel & Greene, 1990), sendo que em somente 38% 

destes a creatinina está elevada. Amusategui et al. (2003) correlacionaram 

sintomatologia visceral em cães e aumento nos valores médios de uréia e creatinina, 

porém a porcentagem de casos no estágio avançado da doença, com elevação de ALT, 

uréia e/ou creatinina devido à disfunção renal ou falha hepática, foi relativamente baixa. 

Vários estudos têm relatado uma alta produção de anticorpos durante a LVC 

ativa com elevadas concentrações de imunocomplexos circulantes de IgM e IgA e 
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depósito dos mesmos nos glomérulos, estabelecendo o que se denomina de 

glomerulonefrite mesangeoproliferativa que irá levar a um quadro de disfunção renal 

(Tafuri et al., 1989; Margarito et al., 1998). Os parâmetros laboratoriais mais 

importantes para a determinação dos danos renais são as proteínas totais, tanto no 

sangue quanto na urina, e a sua relação com a creatinina. A urinálise costuma revelar 

alterações típicas de um quadro de nefrite, isto é, proteinúria acompanhada de 

sedimento urinário contendo células epiteliais renais livres ou sob a forma de cilindros, 

glóbulos vermelhos e piócitos (Palácio et al., 1995).   

As alterações hematológicas descritas inicialmente na LVC por Laveran (1917), 

Alencar (1959), Detet (1979), Keenan et al. (1984a), Genaro et al. (1988), Abranches et 

al. (1991), Ciaramella et al. (1997), Koutinas et al. (1999), Ikeda et al. (2002) e Reis et 

al. (2006a) são anemia normocítica, normocrômica e não-regenerativa e linfocitose com 

leucopenia, que pode ser moderada ou acentuada. Em alguns casos podem ocorrer 

neutrofilia (Keenan et al., 1984a) e trombocitopenia (Detet, 1979; Keenan et al., 1984a). 

A anemia é um sinal clínico freqüente na LVC ocorrendo em 50-70% dos casos, 

apesar da ocorrência de resultados discordantes (Moreno et al. 1998; Amusategui et al., 

2003). As possíveis causas da anemia são perdas de sangue devido à epistaxe e 

ulcerações de pele, hemólise associada com hiperesplenismo, inflamação generalizada, 

insuficiência renal e hipoplasia ou aplasia da medula óssea (Anosa & Idowu, 1983; 

Keenan et al. 1984a; Slappendel & Greene, 1990; Koutinas et al., 1999). Em pacientes 

humanos com Kalazar (Knight et al., 1967), como também em hamsters (Biswas et al., 

1995), a anemia foi associada com tempo de vida curto de eritrócitos. De Luna et al. 

(2000) demonstraram diminuição da fluidez lipídica da membrana de eritrócitos de cães 

com anemia proveniente da infecção por L. chagasi. Seqüestro de eritrócitos pelo baço 

devido ao aumento na rigidez celular, alterações nos mecanismos de citoaderência nos 

receptores/ ligantes de eritrócitos ou ambos poderiam ser conseqüência da diminuição 

da fluidez da membrana e contribuir com a anemia em cães infectados por Leishmania.  

A mais freqüente alteração relatada no leucograma inclui leucopenia branda 

(Slappendel, 1988; Ferrer, 1992; Binhazim et al., 1993) e uma inversão da contagem de 

leucócito, devido a um aumento de linfócitos e uma queda no número de neutrófilos 

(Binhazim et al., 1993). Reis et al. (2006c) relataram anemia e leucopenia como 
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marcadores de disfunção hematológica associados com alta densidade parasitária e a 

forma sintomática grave na LVC. 

A associação da LVC sintomática com leucopenia pode ser devido a um 

mecanismo multifatorial, na qual ocorre disfunção medular com hematopoese 

diminuída, afetada pelo intenso parasitismo na medula óssea, como também o 

recrutamento de leucócito e distribuição para os diversos órgãos (Alvar et al. 2004). 

Entretanto, discreta leucocitose associada à neutrofilia tem sido relatada na fase inicial 

da infecção enquanto Keenan et al. (1984a) e Amusategui et al. (2003) relataram que 

cães com sinais cutâneos mostraram os maiores valores médios de eosinófilos. 

Reis et al. (2006a) demonstraram que a evolução clínica da LVC em cães 

naturalmente infectados promove alterações nos parâmetros imunológicos, 

parasitológicos e bioquímico-hematológicos.  Considerando o quadro hematológico, foi 

relatada anemia normocítica e normocrômica, com diminuição de hematócrito (Ht), 

hemácias e concentração de hemoglobina principalmente nos cães sintomáticos. Na 

avaliação da série branca houve linfocitose em cães assintomáticos e leucopenia 

caracterizada por monocitopenia, linfocitopenia e eosinopenia em cães sintomáticos. 

Com relação aos neutrófilos, não foram observadas diferenças significativas entre os 

grupos clínicos avaliados. Por outro lado, Costa-Val et al. (2007) não observaram 

correlação entre os valores de hematócrito e leucócitos e os sinais clínicos apresentados 

pelos cães, exceto em linfócitos, uma vez que, cães assintomáticos apresentaram 

linfocitose quando comparados aos demais grupos.   

   

2.2.4 - Imunopatologia da leishmaniose visceral canina  
  

 A imunidade protetora contra a leishmaniose é mediada por células T e 

associada à produção de IFN-γ como foi demonstrado em cães (Cabral et al., 1992; 

Pinelli et al., 1994), humanos e camundongos (Liew & O’Donnell, 1993). A depressão 

da imunidade celular em cães, assim como em humanos é manifestada por reação de 

hipersensibilidade tardia negativa na pele e ausência de resposta proliferativa in vitro 

(Carvalho et al., 1981; Sacks et al., 1987).  
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A resposta celular em cães através do teste de hipersensibilidade tardia (DTH), 

utilizando diversos antígenos, mostrou resultados variados: Battistini & Herrer (1945) 

obtiveram positividade em alguns animais com infecção experimental. Marzochi & 

Barbosa Santos (1988) e Genaro et al. (1992b) alcançaram resultados positivos 

utilizando antígenos diferentes em cães infectados por Leishmania braziliensis. Pinelli 

et al. (1994) e Cardoso et al. (2007) demonstraram que em cães assintomáticos a reação 

intradérmica é positiva.   

A LVC em cães sintomáticos é caracterizada pela ausência de reação de 

hipersensibilidade tardia (DTH) (Cardoso et al., 1998), diminuição de células T no 

sangue periférico (Pinelli et al., 1994; De Luna et al., 1999), e ausência de IFN-γ e IL-2 

no sobrenadante de cultura de células mononucleares do sangue periférico (PBMC) in 

vitro (Pinelli et al., 1994; Santos-Gomes et al., 2002). Além disso, altos títulos de 

anticorpos anti-Leishmania são detectados em animais sintomáticos (Abranches et al., 

1991a). Por outro lado, resistência a LVC foi inicialmente associada à ativação de 

células e produção de IFN-γ, IL-2 e TNF-α (Pinelli et al., 1994). O principal mecanismo 

envolvido na resposta imune protetora de cães infectados por L. chagasi é a ativação de 

macrófagos através de IFN-γ e TNF-α e morte de amastigostas intracelulares pela via do 

óxido nítrico (Pinelli et al., 2000). O envolvimento de IL-10 na LVC ativa ainda é 

controverso. Estudos realizados utilizando sobrenadante de cultura de células 

mononucleares do sangue periférico (PBMC) obtidos de cães sintomáticos e ensaios de 

ELISA altos níveis de IL-10 foram detectados (Pinelli et al., 1999). Em contraste, 

concentrações baixas ou não detectáveis desta citocina foram encontradas no 

sobrenadante de cultura de células mononucleares do sangue periférico (PBMC) de 

animais oligossintomáticos e assintomáticos, respectivamente (Pinheiro et al., 2005). 

Resultados semelhantes foram obtidos com relação aos níveis de IL-4 no mesmo estudo.  

 Com relação ao perfil de citocinas presentes na medula óssea de cães 

naturalmente infectados por L. chagasi, Quinnell el al. (2001) relataram que a expressão 

de mRNA IL-10, IL-4 e IL-18 não foi elevada em cães infectados. Entretanto, alguns 

cães infectados tiveram expressão detectável de mRNA IL-4 correlacionada 

significativamente aos sinais clínicos mais severos. Além disso, não foi detectada 

expressão de mRNA IL-13 tanto em cães controle como infectados. IFN-γ foi elevado 
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em cães infectados e positivamente correlacionado com resposta humoral (IgG1), mas 

não com respostas linfoproliferativas a antígenos de Leishmania. 

Recentemente Lage et al. (2007) estudaram o perfil de citocinas expressas no 

baço em cães naturalmente infectados por L. chagasi portadores de diferentes formas 

clínicas e graus de parasitismo. De forma interessante estes autores mostraram que 

100% dos cães com alta carga parasitária apresentaram aumento da expressão de IL-10 

quando comparados aos cães com baixo e médio parasitismo. O aumento do parasitismo 

foi correlacionado com a expressão de IL-10 na presença de IFN-γ. Portanto, foi 

observado que a LVC é marcada por uma produção balanceada de citocinas do tipo 1 

(Th1) e 2 (Th2) com expressão de mRNA de IL-10 e IFN-γ que estão relacionadas à 

intensidade parasitária e a progressão clínica. 

Estudos avaliando a LVC natural e/ou experimental relatam a ocorrência de 

ativação policlonal de linfócitos B com conseqüente elevação na produção de 

imunoglobulinas (Abranches et al., 1991a; Genaro, 1993; Reis,2001; Reis et al., 

2006a,b; Giunchetti et al., 2008). Embora não esteja bem definida na literatura a 

associação entre um padrão de resposta humoral anti-Leishmania associada à resistência 

ou susceptibilidade na LVC (Day, 2007), nosso grupo de pesquisa relata em cães 

assintomáticos, menores títulos de anticorpos circulantes, com presença predominante 

de IgG1 associada a uma menor freqüência de intensidade parasitária em diversos 

tecidos (Reis et al., 2006a,b). Por outro lado, cães sintomáticos apresentaram elevada 

produção de imunoglobulinas tais como, IgG2, IgA, IgM e IgE (Reis et al., 2006a,b). A 

presença de IgG2 e IgE na forma clínica sintomática poderia indicar uma associação 

dessa forma clínica com a resposta imune do tipo 2 (Th2) (Reis et al., 2006b).  

Ao avaliar o fenótipo de leucócitos do sangue periférico na LVC, Reis et al. 

(2006c) demonstraram aumento de linfócitos T CD5+ e das subpopulações de linfócitos 

T (CD4+ e CD8+) em cães assintomáticos em relação aos cães sintomáticos. Além disto, 

estes autores mostram que ocorre queda de linfócitos B CD21+ nos animais sintomáticos 

quando comparados aos cães não infectados e assintomáticos. Ao reagrupar os mesmos 

animais, considerando a carga parasitária da medula óssea, foram observados resultados 

semelhantes, como aumento de linfócitos T CD5+ e das subpopulações de linfócitos T 

CD8+ nos grupos com baixo e médio parasitismo quando comparado ao grupo com alto 
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parasitismo. Este último, por sua vez, apresentou queda na população de linfócitos B 

CD21+ e monócitos CD14+ em relação ao grupo com médio parasitismo.  

2.2.5 - Métodos de diagnóstico na leishmaniose visceral canina  
 
 O diagnóstico da LVC é geralmente realizado através de testes sorológicos, tais 

como, RIFI e ELISA, associado com os aspectos clínicos e epidemiológicos. Entretanto, 

o diagnóstico definitivo da doença requer a demonstração direta do parasito em tecidos 

de animais suspeitos (Sacks et al., 1993). O diagnóstico clinico-laboratorial da LVC é 

complexo pela prevalência de um grande número de animais assintomáticos (Lanotte et 

al., 1979; Gradoni et al., 1980; Mancianti et al., 1986; Abranches et al., 1991a; 

Brandonisio et al., 1992). Observam-se ainda que os sinais clínicos da doença sejam 

muito semelhantes aos de outras enfermidades infecciosas, além da ocorrência de 

reações cruzadas nos testes sorológicos (Grimaldi & Tesh, 1993). A natureza crônica 

dos sinais clínicos da doença e o seu longo período de incubação são fatores 

responsáveis pelo atraso ou mesmo falha no diagnóstico clínico (Slappendel, 1988).    

A forma mais segura do diagnóstico da LV é a observação de amastigotas do 

parasito. As técnicas parasitológicas são comumente empregadas para demonstração do 

parasito em tecidos linfóides, no fígado, baço, pele e medula óssea. O parasito pode ser 

pesquisado através de punção da medula óssea, de gânglios, fígado, baço, biopsia ou 

escarificação de pele e esfregaços de matriz ungueal (Genaro, 1993). Esse material 

coletado é utilizado no preparo de esfregaços por aposição de tecidos corados pelo 

Giemsa, confecção de lâminas por técnicas histopatológicas, inoculação em hamsters, 

cultivo in vitro e pesquisa de DNA pela PCR (De Andrade et al., 2006).   

 A biopsia de medula óssea pode ser realizada nas costelas, na crista ilíaca da 

tíbia e no esterno sendo esta mais sensível que a de linfonodos (Bryceson, 1996; 

Cardoso & Cabral, 1998).  Estudos relatam que o exame da medula óssea fornece 

resultados positivos apenas durante os estágios avançados da LVC (Abranches et 

al.,1991a), portanto, a sensibilidade deste método é variável, sendo o diagnóstico mais 

difícil nas situações onde a carga parasitária é menor (Ashford, 1995).  

 Um grande avanço nos métodos parasitológicos é a possibilidade de tais testes 

permitirem a avaliação da infecção através da densidade parasitária ou “Leishman 

Donovan Units” (LDU). Reis et al. (2006a) demonstraram que a densidade parasitária 
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na pele, medula óssea e baço aumentaram de acordo com a gravidade das manifestações 

clínicas. Além disso, observaram que todos os cães infectados apresentaram maior 

parasitismo na pele quando comparado à medula óssea. Esses achados reforçam a 

importância da densidade parasitária cutânea no diagnóstico da LVC bem como na 

transmissão da doença de cães assintomáticos a espécies susceptíveis de flebotomíneos 

(França-Silva, 2003).     

 Os testes sorológicos são usados para diagnóstico em áreas endêmicas e também 

como ferramentas em estudos epidemiológicos, uma vez que a excessiva produção de 

anticorpos observada no decurso da infecção facilita o diagnóstico. Entretanto, a 

reatividade cruzada com outros tripanossomatídeos, bem como a inexistência de um 

teste que apresente 100% de sensibilidade e especificidade dificulta o diagnóstico 

sorológico (Costa et al. 1991; Dye et al., 1993). Dentre as técnicas sorológicas mais 

usadas no diagnóstico de rotina da LVC, a RIFI (reação imunofluorescência indireta) é 

considerada padrão ouro. Por outro lado, ELISA (ensaio imunoenzimático) e DAT 

(teste de aglutinação direta) têm sido relatadas como mais sensíveis e práticas nos 

estudos epidemiológicos (Evans et al. 1990; Cardoso et al., 2007). Ferreira et al. (2007) 

demonstraram que RIFI, ELISA e DAT apresentaram 100% de especificidade quando 

testados em soros de cães apresentando exame parasitológico positivo ou negativo 

apenas para Leishmaniose. Em amostras de soros de cães infectados por outros parasitos 

(T.cruzi, L. braziliensis, Toxoplasma gondii, Ehrlichia canis) apenas a taxa de 

especificidade de DAT permaneceu alta (95%), enquanto ELISA e RIFI apresentaram 

taxas de especificidades de 60 e 45%, concordando com relatos prévios da presença de 

reação cruzada em RIFI e ELISA quando amostras de soro de cães infectados por 

T.cruzi e L. braziliensis foram analisadas (Costa et al.,1991). 

Um outro teste baseado em imunocromatografia em papel, TRALd - Teste 

Rápido Anticorpo Leishmania donovani utilizando a proteína recombinante rK-39, foi 

avaliado por Genaro et al. (1997) no diagnóstico da LVC em área endêmica e 

demonstrou 92,1% de sensibilidade e 99,5% de especificidade quando comparado com 

a RIFI. Entretanto, foi demonstrado que este teste é título dependente com relação à 

RIFI, uma vez que cães com títulos até 1:640 na RIFI podem ser negativos no TRALd, 

o que indica uma necessidade de aprimoramento da técnica (Genaro et al., 1997). 
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Recentemente, métodos moleculares, tais como, reação em cadeia da polimerase 

(PCR) tem sido usada no diagnóstico da LVC e apresentam alta sensibilidade e 

especificidade detectando quantidades mínimas do DNA do parasito nas mais variadas 

amostras (Lachaud et al., 2002; Cortes et al., 2004). Porém, tal ferramenta de 

diagnóstico não é prática para o uso em larga escala, como requerido em levantamentos 

epidemiológicos (Reed, 1996). Quando comparada com imuno-histoquímica e 

histologia convencional, a PCR mostrou-se mais sensível para o diagnóstico 

parasitológico da LVC, a partir da mesma amostra clínica (Xavier et al., 2006). 

 

2.3 - Medula óssea em cães 
 
 Um dos primeiros relatos na literatura a respeito da citologia de medula óssea 

em cães foi realizado por Alexandrov (1930). Este pesquisador avaliou material colhido 

por biopsia do esterno de 12 cães e relatou a porcentagem de distribuição das células da 

medula óssea destes animais. 

 Posteriormente Stasney (1937), demonstrou em um estudo comparativo 

utilizando medula óssea da costela, porção proximal e medial do fêmur de cães 

saudáveis que as três regiões possuem uma mesma tendência na porcentagem da 

distribuição relativa de células, indicando que um mecanismo uniforme regula a 

hematopoese nas diferentes porções de medula óssea canina. Assim como Van Loon 

(1943), que também relatou similaridade na distribuição da celularidade em filmes de 

medula óssea da costela e “imprints“ de medula óssea do fêmur. 

 Rekers (1948) em seu estudo utilizando sangue periférico e medula óssea da 

costela, fêmur, tíbia e úmero de cães saudáveis, descreveu morfologicamente as células 

da medula óssea e demonstrou distribuição celular uniforme nas diferentes regiões de 

medula óssea.  Estes estudos são altamente relevantes uma vez que definiram a 

homogeneidade em relação à morfologia dos elementos celulares colhidos em ossos 

distintos da anatomia canina. 

 Segundo Lazarus (1968), há uma clara associação entre o perfil do hemograma e 

do mielograma em um mesmo animal tanto em cães saudáveis quanto nos doentes. Mais 

tarde Hoff et al., (1988), avaliaram os achados do sangue periférico e medula óssea de 
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cães normais e cães portadores de várias doenças, tais como, anemia, trombocitopenia, 

insuficiência renal, mielofibrose e outras.  

 Embora haja relatos na literatura de estudos de medula óssea em muitas espécies 

domésticas com propósito de pesquisa, médicos veterinários têm evitado o uso de 

biopsia e aspirado de medula óssea como um auxílio no diagnóstico. Dentre as razões 

pelas quais isto ocorre, estão a falta de conhecimento da técnica, dos locais de coleta e 

como interpretar os resultados (Penny, 1974). 

O exame detalhado da medula óssea fornece o estado hematopoético do 

indivíduo, uma vez que a medula óssea é o principal órgão hematopoético e importante 

como órgão linfóide primário e secundário (Picker & Siegelman, 1999). Além disso, 

quando avaliado em conjunto com o hemograma, o exame de medula óssea fornece 

informações relacionadas ao sistema hematopoético que poderiam ser perdidas 

unicamente com o exame do sangue periférico (Travlos, 2006a). Dentre as várias 

indicações do exame de medula óssea, estão as anemias não-responsivas, algumas 

anemias megaloblásticas ou microcíticas, neutropenias persistentes, citopenias ou 

pancitopenias inexplicadas, distúrbios linfoproliferativos ou mieloproliferativos 

(Jain,1993). 

Um dos grandes dilemas na clínica da LV humana encontra-se no diagnóstico 

diferencial entre a leishmaniose e leucemias (Ministério da Saúde, 2003; Singh et al., 

2003) em função das diversas alterações hematológicas observadas no decurso das 

diferentes formas clínicas principalmente na forma aguda e na forma crônica clássica do 

calazar (Miescher et al., 1982).  

Em humanos com LV tem sido observada medula óssea hipercelular (El-Shoura, 

1994; Kumar et al., 2007) e hiperplasia eritróide com eritroblastos apresentando 

alterações diseritropoéticas (Wickramasinghe et al., 1987; Shahriar et al., 1999; 

Sheikha, 2004). Formas amastigotas de L.donovani são encontradas na medula óssea 

dentro de macrófagos e ocasionalmente em neutrófilos e eosinófilos (Wickramasinghe 

et al., 1987; El-Shoura, 1994). Segundo o Ministério de Saúde (2003), há alterações no 

parênquima medular humano que podem ser observadas na LV, tais como: 

hipocelularidade granulocítica, com diminuição de neutrófilos segmentados e aumento 

de promielócitos e mielócitos neutrófilos, hipercelularidade eritróide relativa, 

linfocitose, plasmocitose, número aumentado de macrófagos e megacariócitos normais 
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ou ligeiramente diminuídos. Além disso, a positividade com a presença do parasito nos 

filmes varia entre 70-80%. Pastorino et al. (2002) relataram positividade em 85,7% dos 

pacientes com LV através do mielograma e/ou mielocultura. Dessa forma, recomenda-

se associar mielocultura ao mielograma para aumentar a chance de positividade (Sinha 

et al., 1993). Há alguns estudos relatando síndrome hemofagocítica associada à LV, que 

ocorre devido à proliferação excessiva, não-maligna de histiócitos, com resultante 

hemofagocitose (Dash et al. 2005; Agarwal et al., 2006; Mathur et al., 2007). 

Entretanto, pouco se conhece a respeito das alterações medulares em cães 

naturalmente infectados por L. chagasi. Há alterações medulares relatadas em cães que 

coincidem com as alterações relatadas em humanos: aumento na população de 

monócitos e macrófagos e plasmócitos (Tryphonas et al., 1977; Anosa & Idowu, 1983; 

Yamaguchi et al., 1983), eritrofagocitose e displasia eritróide (Foglia et al., 2006), 

assim como há alterações controversas: hiperplasia granulocítica (Anosa & Idowu, 

1983; Yamaguchi et al., 1983), hipoplasia eritróide, hiperplasia mielóide, neutrofílica e 

eosinofílica (Foglia et al., 2006). 

     

2.4 - Hematopoese 
 

A produção das células do tecido sangüíneo tem início na fase embrionária, mais 

precisamente no saco vitelino, de onde as “stem cells” embrionárias migram para o 

fígado, baço, medula óssea e timo, que constituem os órgãos hematopoéticos fetais dos 

recém-nascidos. No animal adulto estas células são produzidas na medula óssea, baço e, 

em alguns animais, no timo (Zon, 1995; Feldman et al., 2000). 

A hematopoese é realizada no sistema hematopoético, o qual é constituído por 

células-tronco hematopoéticas (CTH), célula precursora, células sangüíneas 

morfofuncionalmente maduras e tecido de sustentação da hematopoese (microambiente 

hematopoético), localizado nas cavidades medulares de ossos chatos e longos, baço, 

fígado, linfonodo e timo (Gasper, 2000). Para a hematopoese ocorrer é necessário um 

microambiente capaz de reconhecer e reter “stem cells” hematopoéticas e fornecer os 

fatores, tais como citocinas, requeridos para suportar a proliferação, diferenciação e 

maturação das “stem cells” (Travlos, 2006b). O tecido hematopoético é sensível a 
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influências externas e pode tornar-se suprimido em resposta à restrição alimentar, 

desnutrição, inflamação crônica, toxicidade e distúrbios neoplásicos e proliferativos 

(Reagan, 1993; Weiss, 2000).   

O sistema hematopoético é uma rede integrada de células que inicia o ciclo 

contínuo de diferenciação de uma pequena população de CTH, que são pluripotentes, e 

que dão origem a todas as células heterogêneas funcionais do sangue e do sistema 

imune, fundamentando a teoria monofilética da origem do sangue (Gasper, 2000). 

Divide-se em três compartimentos morfofuncionais distintos: compartimento das “stem 

cells” (células pluripotentes), compartimento das células progenitoras e compartimento 

das células precursoras. As células do compartimento das “stem cells” (pluripotente) 

possuem a capacidade de auto-renovação, proliferação e diferenciação, contudo, poucas 

células deste compartimento estão mitoticamente ativas, já que a maioria permanece no 

estágio G0 do ciclo celular. Estas células representam 0,05% das células da medula 

óssea de camundongos e do homem (Morrison et al., 1995). 

Os elementos celulares do compartimento de células progenitoras eritropoéticas 

BFU-E (burst forming unit-erythroid) e CFU-E (colony forming unit-erythroid) 

possuem uma capacidade limitada de auto-renovação, mas entram no ciclo celular em 

maior número que as células do compartimento das “stem cells” (Gasper, 2000), 

enquanto as células do compartimento precursor são células blásticas, comprometidas 

com os processos de eritropoese, leucopoese, linfopoese e trombopoese. São as células 

mais abundantes no ambiente medular e, apesar de estarem ativas no ciclo celular, não 

possuem a capacidade de autorenovação (Gasper, 2000). 

 

2.4.1 - Eritropoese 
 
O processo de desenvolvimento do eritrócito é denominado eritropoese, abrange 

uma série de alterações morfológicas sucessivas que resultam na produção de 

eritrócitos. No adulto o tecido eritropoético encontra-se na extremidade proximal dos 

ossos longos e chatos e no esterno. Nesse local, ocorre a formação inicial de células 

progenitoras chamadas BFU-E. As BFU-E se maturam em CFU-E, capazes de formar 

pequenos agrupamentos de eritroblastos associados à hemoglobina (Car,2000).  
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O processo de eritropoese ocorre em uma unidade microanatômica denominada 

de ilha eritroblástica, a qual é formada por um macrófago central (denominada de célula 

enfermeira) circundado por um anel de células eritróides em desenvolvimento. As ilhas 

eritróides são estruturas frágeis e, por isso, raramente estão presentes no aspirado de 

medula óssea. Os precursores eritróides estão unidos ao macrófago através de moléculas 

de adesão, como a VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule-1), a caderina, o 

colágeno do tipo I e IV, fibronectina e trombospondina (Car, 2000). Jain (1993) relata 

que quando as células eritróides vão maturando, estas se distanciam do macrófago e 

fazem contato com as células endoteliais dos sinusóides através das moléculas de 

adesão e com isso entram na circulação sangüínea. 

Conforme Car (2000) a expressão dessas moléculas geralmente é alta nas BFU-E 

e nas CFU-E, e diminuem progressivamente conforme a maturação da célula eritróide. 

Na linhagem eritróide, as células das BFU-E são as primeiras a expressar receptores 

para eritropoetina, mas a expressão máxima destes receptores ocorre nas células das 

unidades formadoras de colônias de eritrócitos (CFU-E). A partir daí, as células 

precursoras de eritrócitos apresentam uma diminuição gradativa de receptores para este 

hormônio (Moritz et al., 1997). 

Car (2000) relata que os fatores de crescimento agem sinergicamente com a 

eritropoetina, contudo, estes não são capazes de induzir por si só a eritropoese in vitro. 

Entre os fatores que estimulam o crescimento eritropoético, estão a IL-3, IL-6, IL-11, 

fator estimulador de colônia de granulócitos e macrófagos (GM-CSF), fator de 

crescimento de hepatócitos, trombopoetina, testosterona.  

 

2.4.2 - Mielopoese 
 

          Segundo Gasper (2000), as células pluripotentes ou “stem cells” (CFU-S) são 

comuns aos elementos hemopoéticos presentes na medula óssea. Pelo fato de 

originarem os precursores de todas as células sangüíneas, através da formação de 

células progenitoras específicas, tem-se um precursor da série granulocítica/ eritróide/ 

monocítica/ megacariocítica (CFU-GEMM) e um precursor para a série linfóide (CFU-

L). 
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A célula progenitora CFU-GEMM originará os precursores para cada uma das séries 

hemopoéticas, como segue: 

- Formação de BFU-E e CFU-E que originará células precursoras da eritropoese 

e finalmente os eritrócitos; 

- Formação de BFU-MK e CFU-MK que originará megacarioblasto, 

megacariócitos e plaquetas; 

- Formação de CFU-GM e CFU-M que originará monoblastos e monócitos; 

- Formação de CFU-GM e CFU- G (neutrófilo), CFU - Eo (eosinófilo) e CFU-

Ba (basófilo) que originará mieloblastos, promielócitos, células precursoras dos 

granulócitos e finalmente os granulócitos; 

A célula progenitora CFU-L originará os precursores CFU-T e CFU-B, pró-

linfócito T e B e, posteriormente, linfócitos T e B. 

Cada etapa da mielopoese pode ser influenciada por fatores estimulatórios, tais 

como, citocinas, por exemplo.  A IL-1, IL-3, IL-6 e o GM-CSF (granulocyte-

macrophage colony stimulating factor) são significativos para a maturação dos 

polimorfonucleares, macrófagos, basófilos e eosinófilos. A IL-7 é importante para o 

amadurecimento dos linfócitos B e T. Similarmente, G-CSF (granulocyte-colony 

stimulating factor) atua nos estágios iniciais e tardios da granulopoese (Hammond et al., 

1990; Nash et al., 1994). 
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O crescimento da periurbanização e urbanização da LVC, aliado ao aumento do 

número de casos em nosso meio, bem como dos inconsistentes relatos da literatura 

sobre diversas alterações hematológicas conseqüentes à infecção, motivou o 

desenvolvimento do presente estudo. Já estão bem conhecidos os aspectos 

epidemiológicos relativos à transmissão da doença, no entanto, algumas lacunas 

permanecem obscuras no que tange à caracterização exata das alterações hematológicas 

que ocorrem no curso da LVC, principalmente em relação às diferentes formas clínicas 

apresentadas pelo animal infectado. Além disto, ainda não sabemos qual o impacto do 

parasitismo medular sobre a eritropoese e leucopoese na LVC.  

Considerando o caráter emergente da LV e o importante papel do cão na 

disseminação e manutenção da doença apresentando parasitismo cutâneo e visceral, 

sendo a medula óssea como um compartimento fundamental no processo da gênese 

celular e um dos órgãos mais acometido por amastigotas com relatos de alterações 

caracterizadas por displasia e aplasia; torna-se de fundamental importância estabelecer o 

padrão hematológico medular nas diferentes populações de células da linhagem 

eritroblástica e leucoblástica. Estas alterações ainda não foram estabelecidas em 

diferentes formas clínicas da LVC e em diferentes graus de parasitismo. Diante do 

confundimento diagnóstico da LV com leucemias e da importância dos cães como 

modelo para doença humana, este estudo se propõe a avaliar detalhadamente a 

celularidade da medula óssea buscando caracterizar suas particularidades 

hematopoéticas.
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4.1 - Objetivo geral 
 

• Avaliar detalhadamente a celularidade da medula óssea das séries eritroblástica e 

leucoblástica em cães naturalmente infectados por Leishmania (L.) chagasi. 
 

4.2 - Objetivos específicos 
 

• Avaliar em cães categorizados por forma clínica ou carga parasitária na LVC: 

 

• Alterações no perfil da celularidade da série eritroblástica; 

 

• Perfil da celularidade das séries leucoblásticas; 

 

• As taxas de maturação celular na medula óssea. 

 

• Correlacionar as alterações do mielograma e hemograma em um grupo de cães 

naturalmente infectados por L. chagasi portadores de diferentes formas clínicas. 
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5.1 - Animais - seleção e manejo dos cães 
 

Os cães (Canis familiaris) utilizados no presente estudo foram distribuídos em 

dois grupos. O grupo 1 compreendia um total de 187 animais onde 159 eram cães 

naturalmente infectados por Leishmania chagasi, portadores de diferentes formas 

clínicas da infecção e 28 cães não infectados, sem raça definida (SRD), com idade 

variando entre 1-6 anos provenientes do Centro de Controle de Zoonoses cidade de Belo 

Horizonte, Minas Gerais.  

Esses animais são pertencentes a um projeto de campo conduzido pelo Prof. 

Alexandre Barbosa Reis durante o período de 1999-2003. O projeto compreendia o 

preenchimento de formulário com dados do cão (nome, idade, sexo), coleta de sangue 

para exames sorológicos, coleta de medula óssea para realização do mielograma e 

parasitológico e avaliação clínica para detectar a presença de sinais clínicos sugestivos 

da infecção por Leishmania. 

Os testes sorológicos, tais como RIFI, considerado no período deste estudo 

“padrão ouro” para diagnóstico da LVC, foi utilizado para selecionar cães infectados e 

cães não infectados. Cento e cinqüenta e nove cães apresentaram títulos para RIFI 

>1:40, os quais foram considerados positivos e 28 cães com RIFI negativo na diluição 

do soro de 1:40 e exames parasitológicos negativos para Leishmania foram 

considerados não-infectados (CNI). A infecção por L. chagasi foi confirmada em todos 

os cães RIFI positivos através de pelo menos um método sorológico adicional, incluindo 

ELISA e ELISA r-K39 e/ou exame parasitológico como descrito abaixo. Esses dados, 

juntamente com os sinais clínicos e a classificação clínica do cão avaliado, foram 

planilhados no Banco de Dados Access para posteriores consultas. 

Os animais do grupo 2 são também cães naturalmente infectados e foram 

cedidos pelo Centro de Zoonoses da Prefeitura Municipal de Belo Horizonte - MG, 

porém passaram obrigatoriamente por um período de quarentena antes da realização dos 

experimentos. Os animais do grupo controle pertencente ao grupo 2 são cães nascidos 

criados e mantidos no canil do Laboratório de Leishmanioses do departamento de 

Parasitologia do ICB-UFMG e integraram o grupo de cães não infectados da Tese de 

Doutorado do Prof. Alexandre (Reis, 2001). Este grupo era compreendido por 17 cães 
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não infectados e 10 cães assintomáticos, 9 cães oligossintomáticos e 12 cães 

sintomáticos totalizando 31 cães naturalmente infectados por L. chagasi caracterizados 

clinicamente da mesma forma descrita abaixo utilizada para classificação do grupo 1. 

 

5.1.1 - Quarentena 
 

Antes da chegada dos animais, as celas foram submetidas ao “vazio sanitário”, 

que consistiu na desinfecção das mesmas através de lavagens com solução de 

hipoclorito a 1%. Foi mantida inspeção periódica do ambiente externo e desinsetização 

trimestral com piretróide (k-otrine) para impossibilitar a presença de flebotomíneos.  

Além disso, os cães foram submetidos à coleta de fezes para o diagnóstico de 

infecções por protozooses ou helmintíases intestinais e coleta de sangue para triagem 

sorológica através da Reação de Imunofluorescência Indireta (RIFI). Em seguida, 

receberam tratamento anti-helmíntico de largo espectro (Endal Plus), composto de 

febantel, palmoato de pirantel e praziquantel, além de banho com inseticida de ação 

ectoparasitária (Butox, Quimio) e imunizados contra parvovirose, leptospirose, raiva, 

influenza e hepatite (HTLP 5CV-L vacina Pfizer®). Posteriormente foram identificados 

em fichas, conforme suas características físicas (sexo, tamanho, cor, pelagem, etc.), 

numerados e mantidos em quarentena. Durante este período os cães foram vistoriados 

diariamente e examinados semanalmente e após 15 dias foi realizado novo exame 

coproparasitológico, para certificarmos da eficácia do tratamento anti-helmíntico, bem 

como análise ectoscópica, para avaliar a eficiência da ação do inseticida. Os animais 

foram mantidos no canil do ICB/UFMG, com água potável e ração balanceada (Kinus - 

BRASWEY-SA), fornecida “ad libitum”. Após o período de quarentena foram 

realizados testes sorológico, parasitológico, mielograma e hemograma completo com o 

objetivo de conduzir as análises de correlação entre a celularidade na medula óssea e no 

sangue periférico.  
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5.1.2 - Caracterização clínica dos cães do grupo 1 
 

 Após a avaliação clínica, os cães foram então classificados clinicamente de 

acordo com a ausência ou presença de sinais da infecção, em assintomáticos, 

oligossintomáticos e sintomáticos, conforme Mancianti et al. (1988) e subdivididos em 

quatro grupos clínicos: 

  

Grupo I - Cães não infectados (CNI): Compreendido por 28 cães sadios. Estes 

animais apresentaram exames sorológicos e parasitológicos negativos para leishmaniose 

e ausência de sinais clínicos sugestivos da infecção por Leishmania.  

Grupo II - Cães assintomáticos (CA): Composto por 50 cães com sorologia positiva 

pelas reações de imunofluorescência indireta e/ou ELISA que não apresentaram sinais 

clínicos sugestivos da infecção por L. chagasi após exame clínico. 

Grupo III - Cães oligossintomáticos (CO): Composto por 44 cães com sorologia 

positiva pelas reações de imunofluorescência indireta e/ou ELISA apresentando no 

máximo até três dos sinais clínicos da doença, entre eles: opacificação da pelagem, 

alopecia localizada e emagrecimento moderado. 

Grupo IV - Cães sintomáticos (CS): Composto por 65 cães com sorologia positiva 

pelas reações de imunofluorescência indireta e/ou ELISA e sinais clínicos da doença, 

entre eles: pelagem opaca, onicogrifose, lesões cutâneas, emagrecimento acentuado, 

apatia e ceratoconjuntivite, característicos de leishmaniose visceral ativa. 

 

Na Tabela 1 estão relatados os sinais clínicos observados que permitiram a 

alocação dos cães aos grupos CNI, CA, CO e CS. Os sinais clínicos encontram-se 

descritos nesta tabela mostrando o número de animais e percentual por grupo para cada 

sinal clínico observado.  
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Tabela 1: Principais sinais clínicos utilizados na classificação dos cães 
 

 

NÚMERO DE ANIMAIS (%) 
 

 

GRUPOS CLÍNICOS 

 
 

SINAIS CLÍNICOS 

 
 

CNI 
(n=28)  

 
 

CA 
(n=50) 

 
 

CO 
(n=44) 

 
 

CS 
(n=65) 

 

 

Pelagem Opaca 
 

 

A 
 

 

A 
 

 

13 (29,5%) 
 

 

33 (50,8%) 
 

 

Alopecia Localizada 
 

 

A 
 

 

A 
 

 

19 (43,2%) 
 

 

34 (52,3%) 
 

 

Onicogrifose 
 

 

A 
 

 

A 
 

 

A 
 

 

42 (64,6%) 
 

 

Ceratoconjuntivite 
 

 

A 
 

 

A 
 

 

A 
 

 

15 (23,0%) 
 

 

Opacificação das Córneas 
 

 

A 
 

 

A 
 

 

1  (2,3%) 
 

 

4   (6,1%) 
 

 

Úlceras Localizadas 
 

 

A 
 

 

A 
 

 

 6  (13,6%) 
 

 

14 (21,5%) 
 

 

Úlceras Generalizadas 
 

 

A 
 

 

A 
 

 

A 
 

 

2   (3,0%) 
 

 

Paresia das Patas 
 

 

A 
 

 

A 
 

 

A 
 

 

3   (4,6%) 
 

 

Edema das Patas 
 

 

A 
 

 

A 
 

 

A 
 

 

1  (1,5%) 
 

 

Emagrecimento Moderado 
 

 

A 
 

 

A 
 

 

18 (40,9%) 
 

 

20 (30,8%) 
 

 

Emagrecimento Severo  
 

 

A 
 

 

A 
 

 

A 
 

 

15 (23,0%) 

As observações clínicas estão expressas em número de cães com determinado sinal clínico por grupo e 
entre parênteses como percentagem; A (Ausente); n = número de cães em cada grupo. 
 
 

5.2 - Coleta de material 
 

5.2.1 - Sangue 
 
As amostras sanguíneas foram coletadas a partir da veia cefálica com auxílio de 

agulha e seringa estéreis (BD Plastipak®, Becton Dickinson Ltda, Brasil). A região da 

coleta foi previamente submetida à anti-sepsia com álcool iodado a 70%. Um volume 

total de 9 mL de sangue foi colhido e fracionado em três alíquotas de 3 mL cada. Cada 
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alíquota foi vertida em tubos de vidro individuais, sendo que, em apenas um dos tubos 

havia solução anticoagulante de EDTA a 10% (na proporção de 1mg/mL). O sangue 

coletado com anticoagulante foi destinado às avaliações hematológicas, enquanto que os 

outros dois tubos foram centrifugados a 1500 rpm durante dez minutos e tiveram seus 

sobrenadantes aliquotados e encaminhados para as avaliações sorológicas.   

 

5.2.2 - Medula óssea 
 
 A coleta de medula óssea foi realizada como descrita por Penny et al. (1970). 

 Para realização deste procedimento, os animais foram tranqüilizados com 

Cloridrato de Xilazina 2% na dosagem de 0,1 mL/kg de peso por via intravenosa, após 

10 minutos foi administrado anestésico geral, Tiopental Sódico 2,5% (Thionembutal®), 

na dose de 0,5mL/kg de peso por via intravenosa.    

O cão foi posicionado sentado para coleta no esterno ou em decúbito lateral para 

coleta na crista da tíbia e após tricotomia e anti-sepsia local (Polivinil Pirrolidona Iodo 

10% - PVPI Tópico), uma agulha acoplada a uma seringa descartável (BD Plastipak ®, 

Becton Dickinson Ltda, Brasil) de 20 mL foi posicionada verticalmente na extremidade 

inferior do esterno ou na crista da tíbia e, por meio de movimentos rotatórios, foi 

exercida uma pressão até atingir a cavidade medular e, posteriormente, procedeu-se à 

aspiração do material medular. Um volume máximo de 0,5 mL de medula óssea foi 

aspirado por coleta. Imediatamente, após a retirada da agulha, uma gota do aspirado foi 

colocada em lâmina de vidro previamente desengordurada com éter para realização dos 

filmes, seguindo a mesma técnica dos filmes sanguíneos, tendo sido realizados dois 

filmes por animal. 

 As lâminas contendo os filmes foram identificadas com o número do cão e 

coradas pelo Giemsa e guardadas para posterior observação ao microscópio óptico, em 

aumento de 100X, para avaliação descritiva e para pesquisa de formas amastigotas do 

parasito no filme. 
Os cães infectados por Leishmania não receberam tratamento para LVC e foram 

eutanasiados após a coleta de medula óssea. Pelo fato do tratamento para LVC não estar 

oficialmente permitido no Brasil, todos os cães infectados devem ser submetidos à 
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eutanásia conforme recomendação do Programa de Controle da Leishmaniose Visceral 

(PCLV).     

5.3 - Realização do mielograma 
 

A contagem diferencial de células da medula óssea foi realizada por meio de 

microscópio óptico em aumento de 100X e um contador diferencial de células 

sanguíneas. Ao analisar a lâmina, campos de melhor celularidade e coloração (área 

próxima à franja do filme) foram escolhidos para se proceder a uma contagem 

diferencial de 500 células. Na diferenciação celular, foi utilizada a classificação 

segundo Penny (1974), Jain (1986), Harvey (2001), como representado no diagrama 1. 

A lâmina foi observada percorrendo todos os campos e analisando a morfologia das 

células presentes no filme, abrangendo séries eritropoética, leucopoética e 

megacariopoética. 
 

D
p
b

filme

1. 

 

LEUCOPOESELEUCOPOESETROMBOPOESETROMBOPOESE
Plasmócito

Mieloblasto

Promielócito

Mielócito

Metamielócito

Bastonete

Segmentado

Megacarioblasto

Promegacariócito

Megacariócito

Neu. Eos. Bas.

Neu. Eos. Bas.

Neu. Eos. Bas.

Neu. Eos. Bas.

Célula Tronco

Monoblasto

Promonócito

Monócito

Proeritroblasto

Eritroblasto basófilo

Eritroblasto Policromático

Eritroblasto Ortocromático

Reticulócito

Linfoblasto

Prolinfócito

Linfócito
Linfócito T

Linfócito B

Plasmócito

Mieloblasto

Promielócito

Mielócito

Metamielócito

Bastonete

Segmentado

Megacarioblasto

Promegacariócito

Megacariócito

Neu. Eos. Bas.

Neu. Eos. Bas.

Neu. Eos. Bas.

Neu. Eos. Bas.

Célula Tronco

Monoblasto

Promonócito

Monócito

Proeritroblasto

Eritroblasto basófilo

Eritroblasto Policromático

Eritroblasto Ortocromático

Reticulócito

Linfoblasto

Prolinfócito

Linfócito
Linfócito T

Linfócito BPlaquetas

Hemácia

ERITROPOESE

Plaquetas

Hemácia

ERITROPOESE

iagrama 1: Esquema representativo da progressão de maturação das linhagens celulares 
resentes na medula óssea avaliadas neste estudo; Neu. = neutrófilo; Eos. = eosinófilo; Bas. = 
asófilo. 

Na prancha 1 estão representados os principais tipos celulares encontrados em 

s de medula óssea de cães classificados morfologicamente de acordo com o anexo 
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Prancha 1:  Fotomicrografias do filme de medula óssea de cães, com os tipos celulares 
representados por siglas. (A) e (B) Células da linhagem eritropoética em diferentes estágios. P = 
Proeritroblasto; EB = Eritroblasto basófilo; EP = Eritroblasto policromático; EO = Eritroblasto 
ortocromático. Célula eritropoética em divisão mitótica (cabeça de seta). (C) e (D) Células da 
linhagem leucopoética (precursoras e da linhagem neutrofílica) em diferentes estágios. MI = 
Mieloblasto; PR = Promielócito; MN = Mielócito neutrófilo; MMN = Metamielócito neutrófilo; 
BN = Bastonete neutrófilo; SN = Segmentado neutrófilo. (E) Microambiente medular composto 
de células hematopoéticas das linhagens vermelha e branca. (F) L = Linfócito. (G) SE = 
Segmentado eosinófilo. (H) ME = Mielócito eosinófilo. (I) BE = Bastonete eosinófilo; PL = 
Plasmócito. (J) M = Monócito. (K) PLT = Plaquetas. Coloração: Giemsa, Barra=10µm. 
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5.4 - Captura de imagens e análise morfológica 
 

Para fotodocumentação das características morfológicas, parasitismo e 

alterações celulares foi realizada a captura de imagens (programa Leica Application 

Suite - Versão 2.4.0 R1)  com a objetiva de 100x e utilização de microcâmera acoplada 

a microscópio Leica DM5000B.  

 

5.5 - Estabelecimento das taxas de maturação 
 

As diferentes razões foram calculadas (Tabela 2) de acordo com Winqvist 

(1954), Hoff et al. (1985) e Mischke et al. (2002). 

 

Tabela 2: Cálculo das diferentes razões (taxas de maturação) para determinação numérica da celularidade 
na medula óssea 

Siglas: M: mielóide; E: eritróide; I: imaturo; M: maduro; I:Mg: imaturo: maduro (granulopoese); MMI: 
índice de maturação mielóide; I:Me: imaturo: maduro (eritropoese); EMI: índice de maturação eritróide. 

 
 
 
 
 
 
 
 

TAXAS DE 
MATURAÇÃO  

 

 
 
 
 
 
 
 
 

Cálculo da fórmula 

Razão M:E Nº. de células mielóides/ Nº. de células eritróides nucleadas 
Razão I:M Nº. de mieloblastos + promielócitos + mielócitos/ Nº. de 

metamielócitos + bastonetes + segmentados 

Razão I:Mg Nº. de mieloblastos + promielócitos + mielócitos neutrófilos/ Nº. 
de metamielócitos neutrófilos + bastonetes neutrófilos + 
segmentados neutrófilos 

MMI (1/razão I:Mg) Nº. de metamielócitos neutrófilos + bastonetes neutrófilos + 
segmentados neutrófilos/ Nº. de mieloblastos + promielócitos + 
mielócitos neutrófilos 

Razão I:Me Nº. de proeritroblastos + eritroblastos basófilos/ Nº. de 
eritroblastos policromáticos + eritroblastos ortocromáticos 

EMI (1/razão I:Me) Nº. de eritroblastos policromáticos + eritroblastos ortocromáticos / 
Nº. de proeritroblastos + eritroblastos basófilos 

  
 

 40



ABREU, R.T.                                                                                                   Material e Métodos 
 

5.6 - Avaliação parasitológica 

  
 A avaliação da densidade parasitária foi realizada nos filmes de medula óssea 

confeccionados como já relatado e os resultados expressos como ‘‘Leishman Donovan 

Units’’ (LDU index), segundo Stauber (1955), que corresponde ao número de 

amastigotas por 1000 células nucleadas da série leucopoética. Os resultados foram 

classificados em tercis como baixo (BP), médio (MP) ou alto (AP) parasitismo 

conforme Reis et al. (2006c). 

 

5.7 - Avaliação hematológica 
 
 A contagem total das células foi realizada em um contador automático de células 

sanguíneas (Celm – CC510). O estudo hematológico abrangeu, no eritrograma, a 

contagem RBC (Eritrócitos), Hb (Hemoglobina), Ht (Hematócrito), VCM (Volume 

Corpuscular Médio), CHCM (Concentração de Hemoglobina Corpuscular Média) e 

plaquetas e no leucograma, a contagem de leucócitos totais e a contagem diferencial de 

leucócitos (neutrófilos segmentados, bastonetes, linfócitos, eosinófilos e monócitos). A 

contagem diferencial de 100 leucócitos e a avaliação morfológica e qualitativa das 

plaquetas foram processadas em filmes corados com corante hematológico rápido, 

seguindo as recomendações e critérios de Jain (1986).  Foram utilizados na discussão 

dos resultados do hemograma, valores de referência segundo Jain (1993), como 

demonstrado na Tabela 3. 
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Tabela 3: Valores hematológicos de referência para a 
espécie canina segundo Jain (1993) 

Valores Normais do Hemograma para Cães 

Parâmetros Valores 

Eritrócitos 5,5-8,5 (×106 /µl) 

Hemoglobina 12,0 – 18,0 (g/dl) 

Hematócrito 37,0 – 55,0 (%) 

V.C.M. 60,0 – 77,0 (fl) 

C.H.C.M. 32,0 – 36,0 (%) 

Leucócitos totais 6.000 – 17.000 (/µl) 

Neutrófilos bastonetes 0 – 300 (/µl) 

Neutrófilos segmentados 3.000 – 11.500 (/µl) 

Linfócitos 1.000 – 4.800 (/µl) 

Monócitos 150 – 1.350 (/µl) 

Eosinófilos 100 – 1.250 (/µl) 

Basófilos Raros (/µl) 

Plaquetas 2 – 5 (×105 /µl) 

 
 

5.8 - Análise estatística 
 

A avaliação estatística foi realizada com o apoio instrumental dos softwares 

GraphPad Prism 4.03 (Prism Software, Irvine, CA, USA) e Minitab 13.20 para 

Windows (Minitab Inc., Pennsylvania, USA). A normalidade dos dados foi 

demonstrada no grupo 2 pelo teste Kolmogorov-Smirnoff. Os testes de análise de 

variância (ANOVA) seguidos pelo teste de comparações múltiplas de Tukey foram 

empregados para avaliação entre os grupos clínicos relacionados aos valores da 

contagem celular da medula óssea e aos valores do hemograma.  Os dados avaliados no 

grupo 1 foram não-paramétricos, portanto, teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste 

de Dunns foram utilizados para o estudo comparativo entre os grupos clínicos e 

densidade parasitária relacionados aos valores da contagem celular da medula óssea e 

aos valores da LDU. 
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Correlação de Spearman (r) foi utilizada para investigar associações entre os 

parâmetros densidade parasitária e status clínico. Foi empregada correlação de Pearson 

(r) com o objetivo de conduzir as análises de correlação entre a celularidade na medula 

óssea e no sangue periférico. Em todos os casos, as diferenças foram consideradas 

significativas quando o valor de p foi < 0,05.   
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6.1 - Alterações na celularidade da medula óssea de cães infectados por L.chagasi 
nos diferentes grupos clínicos 
 

6.1.1 - Alterações eritropoéticas 
 

 As alterações da série vermelha incluíram uma tendência à diminuição no 

número de proeritroblastos, eritroblastos policromáticos e ortocromáticos para as 

formas assintomáticas, oligossintomáticas e sintomáticas em relação ao grupo de cães 

não infectados. Não foram encontradas diferenças significativas para eritroblasto 

basófilo entre os grupos. No entanto, análises estatísticas das comparações entre os 

grupos demonstraram diferenças significativas (p<0,05) entre as formas assintomáticas 

e cães não infectados para o proeritroblasto (CNI: 9,3 ± 5,1; CA: 6,9 ± 3,4) e para 

eritroblasto policromático (CNI: 64,3 ± 17,7; CA: 51,6 ± 18,5). Além disso, foram 

observadas diferenças significativas (p<0,05) entre cães assintomáticos, 

oligossintomáticos, sintomáticos e o grupo de cães não infectados para o eritroblasto 

ortocromático (CNI: 99,2 ± 33,4; CA: 79,6 ± 27,6; CO: 81,7 ± 23,5; CS: 79,2 ± 24,9) 

(Figura 1-1, 2, 3, 4). Na avaliação microscópica da lâmina não foram encontradas 

alterações patológicas como eritrofagocitose e displasia eritróide, porém foi observada a 

incidência de células da série eritropoética em maior divisão mitótica nos cães 

sintomáticos.    
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Figura 1: Contagem celular da série eritroblástica nos diferentes grupos clínicos e no 
grupo de cães não-infectados. Cães Não-Infectados (CNI; ), Cães Assintomáticos 
(CA; ), Cães Oligossintomáticos (CO; ), Cães Sintomáticos (CS; ). Os estágios da 
série eritroblástica estão representados pelos números 1, 2, 3, 4 respectivamente. As 
diferenças significativas (p<0,05) estão representadas pela letra a relacionadas ao grupo 
CNI. 

 
 

6.1.2 - Alterações leucopoéticas 
 

Algumas alterações da leucopoese foram observadas em cães infectados. Quanto 

à linhagem granulocítica houve uma diminuição (p<0,05) no número de mieloblastos 

em cães sintomáticos quando comparado ao grupo de cães oligossintomáticos (CO: 4,9 

± 4,2; CS: 3,1 ± 2,1) que, por sua vez, apresentou número mais alto de mieloblastos 

(Figura 2a-1). Quanto ao número de promielócitos, este tipo celular se mostrou 

significativamente mais elevado (p<0,05) no grupo de cães assintomáticos quando 

comparado com os demais grupos clínicos (CA: 6,7 ± 4,5; CO: 4,5 ± 3,3; CS: 4,5 ± 3,2) 

e com o grupo cães não infectados (CNI: 3,5 ± 2,4) (Figura 2a-2). 
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Figura 2: a) Contagem celular da série granulocítica nos diferentes grupos clínicos e 
no grupo de cães não-infectados. Cães Não-Infectados (CNI; ), Cães Assintomáticos 
(CA; ), Cães Oligossintomáticos (CO; ), Cães Sintomáticos (CS; ). Os estágios da 
série granulocítica estão representados pelos números 1 e 2 respectivamente. As 
diferenças significativas (p<0,05) estão representadas pelas letras a, b e c relacionadas ao 
grupo CNI. 

 

Os precursores da série neutrofílica, mielócitos neutrófilos, mostraram-se 

aumentados (p<0,05) nos diferentes grupos clínicos quando comparados com o grupo 

cães não infectados (CNI: 3,3 ± 2,0; CA: 6,2 ± 5,2; CO: 6,7 ± 4,3; CS: 7,5 ± 4,1) 

(Figura 2b-1), entretanto, para os demais estágios da série neutrofílica foi observado 

aumento (p<0,05) de metamielócitos neutrófilos em cães assintomáticos e sintomáticos 

em relação aos cães não infectados (CNI: 7,9 ± 5,8; CA: 12,1 ± 8,4; CS: 12,2 ± 5,6) 

bem como aumento (p<0,05) de bastonetes neutrófilos em cães oligossintomáticos (CO: 

48,9 ± 19,6) comparados com ao grupo CNI (CNI: 36,0 ± 11,9) (Figura 2b-2,3). Não 

foram encontradas diferenças significativas para neutrófilos segmentados entre os 

grupos (Figura 2b-4).  
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Figura 2: b) Contagem celular da série granulocítica neutrofílica nos diferentes 
grupos clínicos e no grupo de cães não-infectados. Cães Não-Infectados (CNI; ), 
Cães Assintomáticos (CA; ), Cães Oligossintomáticos (CO; ), Cães Sintomáticos 
(CS; ). Os estágios da série granulocítica neutrofílica estão representados pelos 
números 1, 2, 3, 4 respectivamente. As diferenças significativas (p<0,05) estão 
representadas pela letra a relacionadas ao grupo CNI. 

 

Com relação aos precursores da série eosinofílica, foi observada uma diminuição 

significativa (p<0,05) de células desta linhagem nos diferentes grupos clínicos de cães 

infectados em relação ao grupo de cães não infectados, para metamielócitos (CNI: 3,4 ± 

2,3; CA: 2,1 ± 1,8; CO: 1,7 ± 1,3; CS: 2,2 ± 1,8), bastonetes (CNI: 6,9 ± 3,8; CA: 4,3 ± 

3,6; CO: 4,1 ± 2,9; CS: 4,4 ± 3,7) e segmentados eosinófilos (CNI: 21,4 ± 16,2; CA: 

14,1 ± 9,6; CO: 13,4 ± 8,7; CS: 14,9 ± 9,0) (Figura 2c- 2, 3, 4). Para mielócitos 

eosinófilos, apenas o grupo de cães oligossintomáticos apresentou uma diminuição 

significativa (p<0,05) quando comparado ao grupo de cães não infectados (CNI: 4,0 ± 

3,8; CO: 2,3 ± 2,2) (Figura 2c- 1). 
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Figura 2: c) Contagem celular da série granulocítica eosinofílica nos diferentes 
grupos clínicos e no grupo de cães não-infectados. Cães Não-Infectados (CNI; ), 
Cães Assintomáticos (CA; ), Cães Oligossintomáticos (CO; ),Cães Sintomáticos 
(CS; ). Os estágios da série granulocítica eosinofilica estão representados pelos 
números 1, 2, 3, 4 respectivamente. As diferenças significativas (p<0,05) estão 
representadas pela letra a relacionadas ao grupo CNI. 
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Para as células agranulocíticas, aumento (p<0,05) no número de linfócitos em 

cães oligossintomáticos e sintomáticos quando comparados com o grupo de cães não 

infectados (CNI: 27,8 ± 17,1; CO: 46,1 ± 26,3; CS: 49,1 ± 28,8) (Figura 3-1), foi 

observado. Resultados similares foram encontrados para plasmócitos mostrando uma 

tendência a um aumento gradual dessas células de acordo com a severidade da infecção, 

dessa forma foi demonstrado aumento significativo (p<0,05) no número de plasmócitos 

em cães sintomáticos em relação ao grupo de cães não infectados (CNI: 2,3 ± 1,8; CS: 

4,9 ± 4,5) (Figura 3-3). Por outro lado, monócitos tiveram aumento significativo 

(p<0,05) apenas em cães oligossintomáticos quando comparado a cães assintomáticos 

(CA: 4,7 ± 5,2; CO: 8,1 ± 7,8) (Figura 3-2). Na prancha 2 estão representadas algumas 
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das principais alterações encontradas na celularidade da medula óssea de cães 

sintomáticos comparados com o grupo CNI.     
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Figura 3: Contagem celular da série agranulocítica nos diferentes grupos clínicos e 
no grupo de cães não-infectados. Cães Não-Infectados (CNI; ), Cães Assintomáticos 
(CA; ), Cães Oligossintomáticos (CO; ), Cães Sintomáticos (CS; ). Os estágios da 
série agranulocítica estão representados pelos números 1, 2, 3 respectivamente. As 
diferenças significativas (p<0,05) estão representadas pelas letras a e b relacionadas ao 
grupo CNI. 
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Prancha 2:  Fotomicrografias das alterações celulares observadas nos filmes de medula 
óssea no grupo sintomático (CS) comparado ao grupo de cães não-infectados (CNI). O 
grupo de cães sintomáticos apresentou intensa plasmocitose (cabeça de seta) e células de 
Mott (D) em relação ao grupo de cães não-infectados (A) (CM = Célula de Mott; PL = 
Plasmócito). Megacariócito contendo em seu citoplasma célula hematopoética (seta), 
fenômeno denominado emperipolese observado apenas no grupo de cães sintomáticos 
(E). Aumento de células precursoras leucopoéticas (F) e diminuição da linhagem 
eritropoética como um todo (G) observado em CS comparado ao grupo de cães não-
infectados (B). Cães sintomáticos apresentaram aumento de células da linhagem 
neutrofílica (H) e células da série eritropoética em maior divisão mitótica (I) (seta) em 
comparação ao grupo de cães não-infectados (C). Coloração: Giemsa, Barra=10µm. 
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6.1.3 - Avaliação das taxas de maturação da celularidade da medula óssea de 
cães naturalmente infectados por L. chagasi apresentando diferentes formas clínicas 
 

A razão mielóide: eritróide (M:E), o índice de maturação eritróide (EMI) e o 

índice de maturação mielóide (MMI) foram calculados objetivando a avaliação da 

reatividade medular em cães naturalmente infectados por L. chagasi nos diferentes 

grupos clínicos bem como no grupo de cães não infectados. 

A razão M:E apresentou significativo aumento (p<0,05) nos diferentes grupos 

clínicos quando comparados com o grupo de cães não infectados. De forma interessante, 

as razões e taxas de maturação relacionadas com a linhagem leucopoética e granulocítica 

mostraram um aumento (p<0,05) das razões I:M em cães assintomáticos, 

oligossintomáticos e sintomáticos em relação ao grupo de cães não infectados, da mesma 

forma em I:Mg em cães de todos os grupos clínicos comparados com o grupo de cães 

não infectados. Entretanto, o índice de maturação mielóide (MMI index), que é 

calculado como o inverso da razão I:Mg mostrou-se, como esperado, diminuído (p<0,05) 

em cães assintomáticos, cães oligossintomáticos, cães sintomáticos comparado com o 

grupo de cães não infectados. Com relação à razão I:Me e o índice de maturação 

eritróide (EMI index) foi observado um aumento (p<0,05) significativo na razão I:Me 

nos diferentes grupos clínicos quando comparados com o grupo de cães não infectados. 

Por outro lado, uma comparação entre os grupos acusou uma significativa diminuição 

(p<0,05) do EMI index em cães assintomáticos, oligossintomáticos, e sintomáticos em 

relação ao grupo de cães não infectados (Tabela 4). 
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Tabela 4: Avaliação das taxas de maturação da celularidade da medula óssea de cães naturalmente 
infectados por L. chagasi apresentando diferentes formas clínicas 

GRUPO CLÍNICO TAXAS DE 
MATURAÇÃO 

(Razão) 
CNI CA CO CS 

Razão M:E 1,40 ± 0,60 2,20 ± 1,30 a 2,10 ± 1,30 a 2,00 ± 1,10 a

Razão I:M 0,06 ± 0,02 0,09 ± 0,06 a 0,08 ± 0,04 a 0,08 ± 0,03 a

Razão I:Mg 0,05 ± 0,03 0,08 ± 0,06 a 0,08 ± 0,04 a 0,07 ± 0,03 a

MMI (1/razão I:Mg) 22,40 ± 12,10 16,90 ± 10,20 a 16,30 ± 8,50 a 16,30 ± 7,30 a

Razão I:Me 0,20 ± 0,08 0,30 ± 0,10 a 0,30 ± 0,10 a 0,30 ± 0,10 a

EMI (1/razão I:Me) 4,90 ± 2,10 3,50 ± 1,50 a 3,60 ± 1,30 a 3,70 ± 1,50 a

As diferenças significativas (p<0,05) estão representadas pela letra a relacionadas ao grupo CNI. M:E = 
mielóide: eritróide; I:M = imaturo: maduro; I:Mg = imaturo: maduro (granulopoese); I:Me = imaturo: 
maduro (eritropoese); MMI = índice de maturação mielóide; EMI: índice de maturação eritróide. 
 

6.2 - Avaliação da carga parasitária na medula óssea de cães infectados por 
L.chagasi 

 

Padrões distintos de densidade parasitária (LDU) na medula óssea foram 

observados em cães naturalmente infectados por L. chagasi. O parasitismo medular foi 

inicialmente classificado como baixo (BP), médio (MP) ou alto (AP) parasitismo 

baseado nos valores de LDU específicos categorizados estatisticamente em tercis, como 

segue: BP: 1-3; MP: 4–14; AP: 15–660 amastigotas/1.000 células nucleadas da série 

leucopoética, como demonstrado na prancha 3. Segundo este critério, foram incluídos 

51 animais no grupo BP, 51 animais no grupo MP e 48 animais no grupo AP. Na Tabela 

5 estão demonstrados os padrões de densidades parasitárias na medula óssea de cães 

infectados por L. chagasi apresentando diferentes formas clínicas.  
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Tabela 5: Padrões de densidades parasitárias na medula óssea de cães infectados por L. 
chagasi apresentando diferentes formas clínicas 

NÚMERO DE ANIMAIS (%) 
 

GRUPO CLÍNICO 

 
DENSIDADE 

PARASITÁRIA 
CA CO CS 

Baixo Parasitismo 21 (44,7%) 15 (35,7%) 15 (24,6%)
Médio Parasitismo 15 (31,9%) 13 (30,9%) 23 (37,7%)
Alto Parasitismo 11 (23,4%) 14 (33,4%) 23 (37,7%)

Total 47 42 61 
Os resultados estão expressos em número de cães com determinada densidade parasitária 
por grupo clínico e entre parênteses como percentagem. 
 
 

Como demonstrado na Figura 4, o grupo de cães sintomáticos mostrou maiores 

índices de LDU (p<0,05) quando comparados aos cães assintomáticos (CA: 14,4 ± 38,0; 

CS: 63,7 ± 132,3). Além disso, os valores de LDU mostraram-se significativamente 

aumentados (p<0,05) nos cães com alto parasitismo (AP) em relação ao grupo de cães 

com baixo parasitismo (BP) e médio parasitismo (MP) respectivamente (BP: 1,9 ± 0,7; 

MP: 7,3 ± 2,7; AP: 166,9 ± 162,0). Os dados demonstraram também uma correlação 

positiva entre status clínico (cães assintomáticos, cães oligossintomáticos, cães 

sintomáticos) e densidade parasitária (BP, MP, AP) (p< 0,0001 / r = 0,3565). 
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rasitária (LDU) na medula óssea de cães naturalmente infectados por L. 
ção baseada no status clínico. Cães Assintomáticos (CA; ), Cães 

 ) e Cães Sintomáticos (CS; ). Diferenças significativas (p<0,05) foram 
‘‘*’’ destacando o grupo CS como a mais relevante forma clínica de alta 
do comparado aos grupos CA e CO. 
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Prancha 3:  Fotomicrografias da densidade parasitária observada nos filmes de medula óssea, 
com formas amastigotas de L. chagasi apresentadas em tercis. (A) BP = Baixo parasitismo. (B) 
MP = Médio parasitismo. (C) AP = Alto parasitismo. Coloração: Giemsa, Barra=10µm. 
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6.3 - Alterações na celularidade da medula óssea de cães infectados por L.chagasi 
nas diferentes densidades parasitárias 

6.3.1 - Alterações eritropoéticas 
 
 A figura 5 mostra a influência do parasitismo na linhagem eritropoética medular 

de cães infectados por L. chagasi categorizados em baixo, médio e alto parasitismo a 

partir dos índices de LDU. Cães com baixo parasitismo (BP) apresentaram diminuição 

(p<0,05) no número de proeritroblastos em relação aos cães não infectados (CNI: 10,2 ± 

4,7; BP: 6,9 ± 3,4) (Figura 5-1). Não foram observadas diferenças significativas em 

eritroblastos basófilos e eritroblastos policromáticos, ressaltando diminuição 

significativa (p<0,05) de eritroblastos ortocromáticos em cães com baixo e alto 

parasitismo quando comparado a cães não infectados (CNI: 101,2 ± 32,3; BP: 80,3 ± 

28,0; AP: 79,6 ± 25,7) (Figura 5-4). 
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Figura 5: Contagem celular da série eritroblástica nas diferentes densidades 
parasitárias. Cães Não-Infectados (CNI; ), Baixo parasitismo (BP; ), Médio 
Parasitismo (MP; ) e Alto Parasitismo (AP; ). Os estágios da série eritroblástica estão 
representados pelos números 1, 2, 3, 4 respectivamente. As diferenças significativas 
(p<0,05) estão indicadas pela letra a relacionadas ao grupo CNI.  
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6.3.2 - Alterações leucopoéticas 
 
 A análise da linhagem granulocítica revelou que os diferentes graus de 

parasitismo medular não influenciaram no número de mieloblastos e promielócitos, uma 

vez que, não houve diferenças significativas entre os grupos (Figura 6a-1, 2).  
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Figura 6: a) Contagem celular da série granulocítica nas diferentes densidades 
parasitárias. Cães Não-Infectados (CNI; ), Baixo parasitismo (BP; ), Médio 
Parasitismo (MP; ) e Alto Parasitismo (AP; ). Os estágios da série granulocítica estão 
representados pelos números 1 e 2 respectivamente. Não foram observadas diferenças 
significativas (p<0,05) entre os grupos.  

  

Os resultados relacionados à linhagem neutrofílica mostraram aumento 

significativo (p<0,05) de mielócito neutrófilo em todos os grupos parasitados em 

relação ao grupo de cães não infectados (CNI: 3,6 ± 2,2; BP: 6,2 ± 4,0; MP: 6,5 ± 3,8; 

AP: 9,1 ± 5,7) (Figura 6b-1). Entretanto, apenas no grupo de cães com alto parasitismo 

foi observado aumento (p<0,05) de metamielócitos (CNI: 7,9 ± 5,7; AP: 13,6 ± 5,4) e 

bastonetes neutrófilos (CNI: 41,0 ± 17,0; AP: 56,4 ± 22,1) em relação ao grupo de cães 

não infectados (Figura 6b-2, 3). Não foram observadas diferenças significativas no 

número de neutrófilos segmentados entre os grupos (Figura 6b-4). 
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1, 2, 4). Além disso, bastonetes eosinófilos 

 nos grupos médio e alto parasitismo quando 
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Figura 6: c) Contagem celular da série granulocítica eosinofílica nas diferentes 
densidades parasitárias. Cães Não-Infectados (CNI; ), Baixo parasitismo (BP; ), 
Médio Parasitismo (MP; ) e Alto Parasitismo (AP; ). Os estágios da série 
granulocítica eosinofilica estão representados pelos números 1, 2, 3, 4 respectivamente. 
As diferenças significativas (p<0,05) estão representadas pela letra a relacionadas ao 
grupo CNI. 
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A figura 7 mostra os resultados obtidos com as células da linhagem 

agranulocítica onde não houve diferenças significativas no número de monócitos entre 

os grupos (Figura 7-2). Entretanto, o número de linfócitos foi significativamente maior 

(p<0,05) em cães com baixo, médio e alto parasitismo em relação ao grupo de cães não 

infectados (CNI: 27,8 ± 17,1; BP: 43,4 ± 24,8; MP: 46,2 ± 27,3; AP: 45,4 ± 25,9) 

(Figura 7-1). Para plasmócitos, resultados similares aos obtidos nos diferentes grupos 

clínicos foram encontrados, mostrando uma tendência a um aumento gradual dessas 

células de acordo com o parasitismo medular, com aumento significativo (p<0,05) desta 

em cães do grupo alto parasitismo quando comparado ao grupo de cães não infectados 

(CNI: 2,3 ± 1,8; AP: 4,6 ± 3,8) (Figura 7-3).  
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Figura 7: Contagem celular da série agranulocítica nas diferentes densidades 
parasitárias. Cães Não-Infectados (CNI; ), Baixo parasitismo (BP; ), Médio 
Parasitismo (MP; ) e Alto Parasitismo (AP; ). Os estágios da série agranulocítica 
estão representados pelos números 1, 2, 3 respectivamente. As diferenças significativas 
(p<0,05) estão representadas pela letra a relacionadas ao grupo CNI. 

 

 

6.3.3 - Avaliação das taxas de maturação da celularidade da medula óssea de 
cães naturalmente infectados por L. chagasi apresentando diferentes graus de 
parasitismo medular 
 

A razão mielóide: eritróide (M:E), o índice de maturação eritróide (EMI) e o 

índice de maturação mielóide (MMI) foram calculados objetivando a avaliação da 

reatividade medular em cães naturalmente infectados por L. chagasi nos diferentes 

graus de parasitismo bem como no grupo de cães não infectados. 

A razão M:E apresentou significativo aumento (p<0,05) nas diferentes 

densidades parasitárias quando comparadas com o grupo de cães não infectados. De 

forma interessante, as razões e taxas de maturação relacionadas com a linhagem 

leucopoética e granulocítica mostraram um aumento (p<0,05) das razões I:M nos 

grupos de cães com baixo, médio e alto parasitismo em relação ao grupo de cães não 

infectados, da mesma forma em I:Mg nos cães com diferentes densidades parasitárias 

 60



ABREU, R.T.                                                                                                                 Resultados 
 

comparados com o grupo de cães não infectados. Entretanto, o índice de maturação 

mielóide (MMI index), que é calculado como o inverso da razão I:Mg mostrou-se, como 

esperado, diminuído (p<0,05) nos grupos de cães com baixo, médio e alto parasitismo 

comparado com o grupo de cães não infectados. Com relação à razão I:Me e o índice de 

maturação eritróide (EMI index) foi observado um aumento (p<0,05) significativo na 

razão I:Me nas diferentes densidades parasitárias quando comparadas com o grupo de 

cães não infectados. Por outro lado, uma comparação entre os grupos acusou uma 

significativa diminuição (p<0,05) do EMI index nos grupos de cães com baixo, médio e 

alto parasitismo em relação ao grupo de cães não infectados (Tabela 6). 

 

Tabela 6: Avaliação das taxas de maturação da celularidade da medula óssea de cães naturalmente 
infectados por L. chagasi apresentando diferentes graus de parasitismo 

GRAU DE PARASITISMO  TAXAS DE 
MATURAÇÃO 

(Razão) 
CNI BP MP AP 

Razão M:E 1,40 ± 0,60 2,20 ± 1,40 a 2,00 ± 0,90 a 2,20 ± 1,30 a

Razão I:M 0,06 ± 0,02 0,08 ± 0,04 a 0,08 ± 0,04 a 1,00 ± 0,06 a

Razão I:Mg 0,05 ± 0,03 0,08 ± 0,04 a 0,08 ± 0,04 a 0,09 ± 0,05 a

MMI (1/razão I:Mg) 23,00 ± 11,90 16,00 ± 6,40 a 14,90 ± 9,30 a 15,00 ± 9,60 a

Razão I:Me 0,20 ± 0,08 0,30 ± 0,10 a 0,30 ± 0,10 a 0,30 ± 0,10 a

EMI (1/razão I:Me) 4,90 ± 2,10 3,60 ± 1,60 a 3,60 ± 1,40 a 3,60 ± 1,30 a

As diferenças significativas (p<0,05) estão representadas pela letra a relacionadas ao grupo CNI. M:E = 
mielóide: eritróide; I:M = imaturo: maduro; I:Mg = imaturo: maduro (granulopoese); I:Me = imaturo: 
maduro (eritropoese); MMI = índice de maturação mielóide; EMI: índice de maturação eritróide. 

 

 

No diagrama 2 estão representados os principais resultados obtidos pela análise 

da celularidade da medula óssea observados no grupo de 187 cães (grupo 1). Dessa 

forma, no mielograma foi observada queda da celularidade eritropoética principalmente 

nos grupos de cães assintomáticos e baixo parasitismo. Com relação à mieloblastos e 

promielócitos, foram relatadas alterações como diminuição de mieloblastos em cães 

sintomáticos, bem como diminuição de promielócitos em cães sintomáticos e 

oligossintomáticos e aumento de promielócitos em cães assintomáticos.  

A avaliação celular do quadro neutrofílico revelou aumento de células desta 

linhagem, como em mielócitos nos diferentes grupos clínicos e densidades parasitárias, 
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metamielócitos em cães assintomáticos, sintomáticos e com alto parasitismo, bastonetes 

em cães oligossintomáticos e com alto parasitismo.  

De forma inversa, a avaliação do quadro eosinofílico mostrou diminuição de 

células desta linhagem, como em mielócitos em cães oligossintomáticos e com alto 

parasitismo, metamielócitos, bastonetes e segmentados em todos os grupos clínicos e 

cães com alto parasitismo.  

Além disso, foi relatado aumento de linfócitos em cães oligossintomáticos e 

sintomáticos e em todos os graus de parasitismo. Cães oligossintomáticos apresentaram 

aumento de monócitos enquanto os cães sintomáticos e com alto parasitismo 

apresentaram plasmocitose. 
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Diagrama 2: Principais resultados observados na medula óssea de cães nos diferentes 
grupos clínicos e densidades parasitárias. 
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6.4 - Avaliação do mielograma x hemograma de cães naturalmente infectados por 
L.chagasi portadores de diferentes formas clínicas (grupo 2) 
 

6.4.1 - Alterações nos parâmetros hematológicos 
 

A avaliação dos parâmetros hematológicos demonstrou anemia severa nos 

animais sintomáticos, com uma diminuição significativa (p<0,05) no número de 

eritrócitos, hemoglobina e hematócrito quando comparado aos grupos de cães não 

infectados, assintomático e oligossintomático. O número de plaquetas entre os grupos 

apresentou pequenas oscilações não significativas. Em relação às células brancas do 

sangue, houve diferenças significativas entre os grupos clínicos na série leucocitária. 

Entretanto, nenhuma diferença significativa nos valores absolutos de granulócitos e 

neutrófilos segmentados foi observada entre os grupos de cães estudados, apesar de ter 

sido demonstrado um aumento (p<0,05) de neutrófilos bastonetes em cães sintomáticos 

quando comparado com os cães não infectados. Análises estatísticas revelaram que cães 

sintomáticos mostraram uma diminuição significativa (p<0,05) nos valores absolutos de 

leucócitos (leucopenia) quando comparado ao grupo assintomático. A análise dos dados 

também demonstrou uma diminuição significativa (p<0,05) nos valores absolutos de 

granulócitos eosinófilos em cães oligossintomáticos e sintomáticos quando comparado 

aos animais não infectados. Foi observada no grupo sintomático uma significante 

diminuição (p<0,05) nos valores absolutos de linfócitos quando comparado ao grupo 

assintomático, que por sua vez, mostrou maior número de linfócitos (p<0,05) em 

relação ao grupo de cães não infectados. Além disso, foi demonstrada também uma 

diminuição significativa (p<0,05) nos valores absolutos de monócitos para os cães 

sintomáticos quando comparado aos animais não infectados (Tabela 7).          
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Tabela 7: Avaliação dos parâmetros hematológicos de cães naturalmente infectados e não-infectados 
GRUPO CLÍNICO PARÂMETROS 

HEMATOLÓGICOS CNI CA CO CS 
Eritrócitos – 106/mm3 6,90 ± 0,80 6,10 ± 0,50 5,50 ± 0,80 a 4,00 ± 1,30 a,b,c

Hemoglobina – g% 15,60 ± 2,20 14,80 ± 1,80 14,30 ± 2,60 9,50 ± 3,10 a, b,c

Hematócrito – % 47,00 ± 5,80 42,70 ± 6,20 40,10 ± 6,20 27,60 ± 8,70 a,b,c

Leucócitos – 103/mm3 13,00 ± 3,00 15,00 ± 4,80 13,60 ± 3,50 9,40 ± 2,90 b

Granulócitos 9,10 ± 3,40 7,40 ± 3,60 8,40 ± 3,00 8,60 ± 3,00 

Neutrófilos Bastonetes 0,70 ± 0,50 0,70 ± 0,40 1,00 ± 0,70 1,30 ± 0,60 a
Neutrófilos Segmentados 6,50 ± 3,10 5,40 ± 2,70 6,50 ± 2,40 6,60 ± 2,50 

Eosinófilos 1,90 ± 0,80 1,40 ± 1,10 0,90 ± 0,50 a 0,70 ± 1,00 a

Linfócitos 2,80 ± 1,60 5,60 ± 3,60 a 4,30 ± 3,50 1,50 ± 0,90 b

Monócitos 1,10 ± 0,50 1,00 ± 0,50 0,80 ± 0,40 0,50 ± 0,30 a

Plaquetas – 105/mm3 2,20 ± 0,90 1,70 ± 0,60 2,00 ± 0,30 2,00 ± 1,10 

Os resultados são mostrados como os valores da média ± desvio-padrão. As letras a, b e c representam 
diferenças significativas para os cães não infectados, assintomático e oligossintomático, respectivamente. As 
diferenças significativas foram consideradas quando p<0,05. A distribuição é expressa em porcentagem 
baseada na contagem diferencial de 100 células. 

 
 
 

6.4.2 - Alterações nos parâmetros medulares 
 

A avaliação dos parâmetros medulares relacionados à série vermelha 

demonstrou uma marcada diminuição (p<0,05) de proeritroblastos e eritroblastos 

basófilos em cães sintomáticos quando comparado ao grupo de cães não infectados. Nos 

estágios tardios da linhagem eritropoética, também foi observada diminuição (p<0,05) 

de eritroblastos policromáticos em relação aos cães não infectados e oligossintomáticos 

e eritroblastos ortocromáticos em relação aos demais grupos clínicos e ao grupo de cães 

não infectados.  

Não foram observadas diferenças significativas nas células dos estágios iniciais 

da série branca: mieloblastos e promielócitos. Entretanto, todas as células da linhagem 

granulocítica neutrofílica de animais sintomáticos mostraram-se significativamente 

aumentadas (p<0,05): em mielócitos quando comparado ao grupo de cães não 

infectados e assintomático, em metamielócitos quando comparado ao grupo de cães não 

infectados, em bastonetes quando comparado aos outros grupos e, em segmentados, 
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quando comparado ao grupo de cães não infectados e oligossintomático. Apesar de não 

haver diferenças significativas em mielócitos e metamielócitos eosinófilos, foi 

demonstrada uma diminuição (p<0,05) de bastonetes e segmentados eosinófilos em cães 

sintomáticos em relação aos cães não infectados.  
 Cães infectados por L. chagasi independente do grupo clínico apresentaram 

aumento (p<0,05) do número de linfócitos em relação aos cães não infectados, enquanto 

cães sintomáticos mostraram diminuição (p<0,05) de plasmócitos em relação aos cães 

oligossintomáticos. Não houve diferenças significativas no número de monócitos 

(Tabela 8).        

 

Tabela 8: Avaliação dos parâmetros medulares de cães naturalmente infectados e não-infectados 
GRUPO CLÍNICO PARÂMETROS 

MEDULARES CNI CA CO CS 
Proeritroblastos 12,50 ± 6,00 7,70 ± 3,80 9,50 ± 5,10  6,30 ± 3,30 a

Eritroblastos Basófilos 32,60 ± 15,50 21,10 ± 10,80 23,70 ± 14,80 14,20 ± 5,60 a

Eritroblastos Policromáticos 65,90 ± 18,50 56,20 ± 15,70 64,50 ± 15,70 41,50 ± 15,60 a,c

Eritroblastos Ortocromáticos 113,40 ± 29,40 105,60 ± 28,40 108,40 ± 24,80 61,40 ± 27,90 a,b,c

Mieloblastos 3,50 ± 2,10 2,60 ± 2,70 3,20 ± 1,80 2,70 ± 2,10
Promielócitos 2,90 ± 1,90 3,00 ± 2,40 4,30 ± 3,10 3,10 ± 2,20
Mielócitos Neutrófilos 3,70 ± 2,10 4,30 ± 1,80 5,40 ± 4,20 9,50 ± 6,30 a,b

Metamielócitos Neutrófilos 7,40 ± 5,10 10,70 ± 3,20 12,30 ± 6,70 13,70 ± 5,20 a

Neutrófilos Bastonetes  38,90 ± 16,80 43,80 ± 11,70 46,00 ± 14,90 68,00 ± 18,80 a,b,c

Neutrófilos Segmentados  169,60 ± 39,30 183,80 ± 48,30 165,10 ± 53,70 226,30 ± 60,00 a,c

Mielócitos Eosinófilos 3,30 ± 2,50 1,80 ± 1,80 2,00 ± 1,20 2,50 ± 2,50 

Metamielócitos Eosinófilos 2,70 ± 2,20 2,60 ± 2,50 2,20 ± 1,60 1,00 ± 1,00
Eosinófilos Bastonetes 5,20 ± 2,00 4,80 ± 2,60 3,40 ± 1,90 2,50 ± 2,40 a

Eosinófilos Segmentados 12,20 ± 7,80 9,70 ± 3,50 7,50 ± 3,40 4,00 ± 3,20 a

Linfócitos 18,00 ± 9,20 33,00 ± 13,00 a 32,40 ± 10,30 a 30,90 ± 10,80 a

Monócitos 2,70 ± 2,40 2,90 ± 1,90 2,90 ± 2,10 3,00 ± 2,10 

Plasmócitos 2,50 ± 1,90 1,80 ± 1,70 4,30 ± 3,90 1,10 ± 0,90 c

Os resultados são mostrados como os valores da média ± desvio-padrão. As letras a, b e c representam 
diferenças significativas para os cães não infectados, assintomático e oligossintomático, respectivamente. As 
diferenças significativas foram consideradas quando p<0,05. A distribuição é expressa em porcentagem baseada 
na contagem diferencial de 500 células. 
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6.4.3 - Análises de correlação do mielograma versus hemograma 

 

6.4.3.1 - Alterações na série vermelha 
 
 Buscando investigar se há associação entre as células da medula óssea da 

linhagem eritropoética e os valores obtidos no eritrograma do sangue periférico de cães 

infectados por L. chagasi portadores de diferentes formas clínicas, foram realizadas 

análises de correlação envolvendo o número de proeritroblastos, eritroblastos basófilos, 

eritroblastos policromáticos e eritroblastos ortocromáticos obtidos no mielograma e os 

parâmetros hematológicos: eritrócitos (RBC), hemoglobina (Hb) e hematócrito (Ht) 

obtidos no eritrograma. Assim, não foram observadas diferenças significativas entre 

proeritroblastos e os parâmetros hematológicos tanto nas análises de correlação 

envolvendo todos os cães infectados como nas análises considerando os grupos clínicos 

de cães separadamente. Entretanto, ao avaliarmos as demais células da linhagem 

eritropoética foi observada correlação significativamente positiva entre eritroblastos 

basófilos, policromáticos e ortocromáticos e RBC, Hb e Ht em todos os grupos de cães 

infectados (Figura 8).  

Também foram realizadas análises de correlação considerando os grupos 

clínicos CA, CO e CS, sendo observadas correlações positivas apenas no grupo de cães 

sintomáticos entre eritroblasto basófilo e RBC (p = 0,0398/ r = 0,5985), eritroblasto 

policromático e RBC (p = 0,0246/ r = 0,6413), eritroblasto basófilo e Hb (p = 0,0358/ r 

= 0,6085), eritroblasto policromático e Hb (p = 0,0349/ r = 0,6108), eritroblasto basófilo 

e Ht (p = 0,0153/ r = 0,6785), eritroblasto policromático e Ht (p = 0,0160/ r = 0,6753).       
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Figura 8: Correlação entre os valores obtidos no eritrograma e os valores obtidos no 
mielograma da linhagem eritropoética considerando todos os grupos clínicos. O eixo x 
representa os parâmetros hematológicos avaliados: RBC = Eritrócitos, Hb = Hemoglobina e 
Ht = Hematócrito, enquanto o eixo y ilustra os valores do número de células na medula óssea: 
EB = Eritroblasto Basófilo, EP = Eritroblasto Policromático e EO = Eritroblasto 
Ortocromático. As diferenças estatísticas significativas estão representadas pelas correlações 
de Pearson (r) em p <0,05.  

 
 

6.4.3.2 - Alterações na série branca 
 

No intuito de dar continuidade às investigações referentes à associação entre as 

células da medula óssea da linhagem leucopoética e as células do sangue periférico de 

cães infectados por L. chagasi portadores de diferentes formas clínicas, foram realizadas 

análises de correlação envolvendo o número de mieloblastos, promielócitos, mielócitos 

neutrófilos e eosinófilos, metamielócitos neutrófilos e eosinófilos bastonetes neutrófilos 

e eosinófilos, segmentados neutrófilos e eosinófilos, linfócitos, monócitos e plasmócitos 

obtidos no mielograma e os parâmetros hematológicos: global de leucócitos e os valores 

absolutos de granulócitos, neutrófilos bastonetes e segmentados, eosinófilos, linfócitos e 

monócitos obtidos no leucograma. Assim, não foram observadas diferenças 

 67



ABREU, R.T.                                                                                                                 Resultados 
 

significativas entre as células da medula óssea e os parâmetros hematológicos nas 

análises de correlação envolvendo todos os cães infectados, porém foram observadas 

diferenças significativas nas análises considerando os grupos clínicos de cães 

separadamente.  

Dessa forma, o grupo de cães assintomáticos apresentou correlações 

significativamente positivas entre mielócitos eosinófilos, metamielócitos eosinófilos e 

bastonetes eosinófilos e os valores absolutos de eosinófilos, bem como entre linfócitos e 

os valores absolutos de linfócitos. Por outro lado, os valores absolutos de monócitos do 

grupo assintomático apresentaram correlação negativa com o número de monócitos da 

medula óssea (Figura 9).  

No grupo de cães oligossintomáticos apenas uma análise de correlação foi 

considerada significativamente positiva entre segmentados eosinófilos e os valores 

absolutos de eosinófilos (Figura 10).    

Adicionalmente, o grupo clínico sintomático apresentou correlações positivas 

entre bastonetes eosinófilos e segmentados eosinófilos e os valores absolutos de 

linfócitos, assim como entre bastonetes eosinófilos e os valores absolutos de eosinófilos. 

Análises dos dados evidenciaram correlações negativas entre segmentados neutrófilos e 

os valores globais de leucócitos bem com entre linfócitos e os valores absolutos de 

linfócitos (Figura 10).      
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Figura 9: Correlação entre os valores obtidos no leucograma e os valores obtidos no 
mielograma da linhagem leucopoética considerando o grupo de cães assintomáticos. O eixo 
x representa os parâmetros hematológicos avaliados, enquanto o eixo y ilustra os valores do 
número de células na medula óssea. As diferenças estatísticas significativas estão representadas 
pelas correlações de Pearson (r) em p <0,05.  
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Figura 10: Correlação entre os valores obtidos no leucograma e os valores obtidos no 
mielograma da linhagem leucopoética considerando o grupo de cães oligossintomáticos e 
sintomáticos. O eixo x representa os parâmetros hematológicos avaliados, enquanto o eixo y 
ilustra os valores do número de células na medula óssea. As diferenças estatísticas significativas 
estão representadas pelas correlações de Pearson (r) em p <0,05. 
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O cão além de exercer importante papel como principal reservatório doméstico 

para Leishmaniose Visceral Humana tem sido considerado um modelo experimental 

relevante para infecção por L. (L.) infantum e L. (L.) chagasi, uma vez que muitos 

aspectos assemelham-se àqueles observados na doença humana (Keenan et al., 1984b; 

Hommel et al., 1995; Alvar et al., 2004). A análise das características clínicas e 

patológicas na LVC revelou três principais formas clínicas em animais naturalmente 

infectados, geralmente nomeados assintomáticos, oligossintomáticos e sintomáticos, 

tanto na infecção natural quanto experimental (Mancianti et al., 1988; Pinelli et al., 

1994; Keenan et al., 1984b; Abranches et al., 1991a; Cordeiro-da-Silva et al., 2003; 

Reis et al., 2006a; Reis et al., 2008).  

Os principais sinais clínicos apresentados pelos cães sintomáticos avaliados 

neste estudo foram pelagem opaca (50,8%), onicogrifose (64,6%), alopecia localizada 

(52,3%) e emagrecimento moderado (30,8%). Esses dados diferem dos relatos recentes 

da literatura, onde lesões de pele e linfoadenopatia foram identificados como os sinais 

clínicos mais freqüentes na LVC (Ciaramella et al., 1997; Amusategui et al., 2003; 

Solano-Gallego et al., 2004).   

Alterações na hematopoese são comumente associadas à infecção por vírus, 

bactérias e protozoários. Por exemplo, a hematopoese é suprimida durante infecção 

experimental com Cytomegalovírus murino (Busch et al., 1991; Gibbons et al., 1995) e 

Salmonella typhimurium (Peterson et al., 1992). Por outro lado, aumento na 

hematopoese tem sido observado na malária experimental (Weiss et al., 1989; Asami et 

al., 1992), esquistossomose (Clark et al., 1988; Dutra et al., 1997) e leishmanioses 

(Mirkovich et al., 1986).  

Entretanto, poucos estudos têm sido direcionados com objetivo de avaliar os 

mecanismos de mudanças básicas na função hematopoética, na expressão de 

quimiocinas e citocinas ou avaliação do impacto direto dos agentes infecciosos nas 

células que regulam esses processos. Na LV experimental, causada por Leishmania 

donovani os parasitos persistem no baço e medula óssea e sua expansão nesses lugares é 

associada com aumento na atividade hematopoética local. Estudos realizados por 

Cotterell et al. (2000a) mostraram que L. donovani tem como alvo macrófagos 

estromais da medula óssea in vivo e podem infectar e multiplicar nas linhagens de 

células estromais de macrófagos, mas não em outras linhagens in vitro. A infecção de 
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macrófagos estromais aumenta a capacidade destes de suportar mielopoese in vitro, um 

efeito mediado principalmente através da indução de GM-CSF (granulocyte-

macrophage colony stimulating factor) e TNF-α. 

Apesar das alterações hematológicas já relatadas na Leishmaniose visceral 

humana e canina, e considerando a medula óssea como um importante órgão alvo da L. 

chagasi, poucos trabalhos relatam as alterações no compartimento hematopoético 

provocada por estes parasitos. Com o intuito de contribuir na investigação da 

conseqüência da infecção por L. chagasi na hematopoese, esse estudo propôs avaliar, as 

alterações eritropoéticas e leucopoéticas em relação à progressão clínica da doença em 

cães e o impacto da carga parasitária sob a medula óssea. 

Em uma abordagem clínica, um grande grupo de cães naturalmente infectados 

pertencentes à área endêmica, foi clinicamente classificado em três subgrupos: 

assintomáticos, oligossintomáticos e sintomáticos. Grande parte dos resultados aqui 

apresentados são achados pioneiros no estudo da patogênese da LVC no que tange os 

aspectos da eritropoese e leucopoese. As alterações da série vermelha na medula óssea 

referentes à diminuição de proeritroblastos e eritroblastos policromáticos em cães 

assintomáticos em relação a cães não infectados estão de acordo com as alterações no 

sangue já relatadas na literatura de anemia normocítica e normocrômica. No presente 

estudo, cães infectados por L. chagasi apresentaram diminuição do número de 

eritroblastos ortocromáticos caracterizando hipoplasia eritróide na LVC independente 

da forma clínica. A contagem diferencial indicou uma eritropoese com morfologia e 

seqüência de maturação normais como relatos prévios (Tryphonas et al., 1977). A 

emperipolese observada em cães sintomáticos tem sido relatada em humanos (Cashell & 

Buss, 1992) e ratos (Lee, 1989) em condições de perda de sangue crônica, carcinomas, 

distúrbios mieloproliferativos e trombocitose reativa. Foglia et al. (2006) relataram 

emperipolese em cães com graves sinais clínicos de leishmaniose. Dessa forma, é 

possível que em cães com LVC esse fenômeno possa ser um sinal de anormalidade na 

medula óssea.     

A razão I:Me mostrou aumento nos grupos clínicos revelando a prevalência da 

proliferação de proeritroblastos e eritroblastos basófilos diante da diminuição de 

eritroblastos policromáticos e ortocromáticos na LVC. A taxa de maturação eritróide 

(EMI), por sua vez esteve diminuída devido à hipoplasia eritróide presente na LVC na 
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maioria das células da linhagem eritróide. Na LVC experimental, Keenan et al. (1984a) 

também relataram anemia normocítica e normocrômica em todos os cães infectados. Por 

outro lado, não observaram mudanças nos precursores eritróides em filmes de medula 

óssea desses cães. Saeed et al. (1998) relataram que a anemia na LV humana é causada 

por fatores como formação de colônias prejudicada, utilização de ferro através de 

progenitores eritróides e hemólise aumentada em associação com resposta inflamatória 

à infecção. Deficiência de eritropoetina não parece ser o principal fator patogênico no 

desenvolvimento de anemia em leishmanioses, embora pudesse contribuir para isso. Na 

LVC não tem sido relatado se a deficiência de eritropoetina é um fator importante no 

desenvolvimento da anemia ou se há alterações nos valores de eritropoetina na anemia 

pela LVC, embora haja alterações descritas nos rins de cães infectados relacionadas 

com a função renal tais como, azotemia, hematúria, proteinúria bem como a deposição 

de imucomplexos e glomerulonefrite (Nieto et al., 1992). 

Hiperplasia mielóide na LVC tem sido relatada em alguns trabalhos (Tryphonas 

et al., 1977; Foglia et al., 2006). Neste estudo a hiperplasia mielóide foi observada nas 

células precursoras da linhagem granulocítica, como mieloblastos em cães 

oligossintomáticos, promielócitos em cães assintomáticos, mielócitos neutrófilos em 

todos os grupos clínicos e metamielócitos neutrófilos em cães assintomáticos e cães 

sintomáticos. Porém nas formas maduras da linhagem neutrofílica esse aumento não foi 

significativo. Este fenômeno parece estar relacionado com a proliferação dos 

precursores celulares na tentativa de fornecer ao organismo elementos celulares como 

neutrófilos, eosinófilos e basófilos, importantes nos eventos inflamatórios em diferentes 

sítios alvos do parasito, devido a uma alta demanda de células granulocíticas. Além 

disso, estudos realizados por Cotterell et al. (2000b) mostra que infecção experimental 

em BALB/c por L.donovani induz ao aumento de mielopoese e mobilização rápida, 

porém transiente de células progenitoras para a circulação, associado com elevados 

níveis de GM-CSF, CFU-GM demonstrando de fato o aumento da atividade 

proliferativa de granulócitos e monócitos induzidos por este parasito. 

O papel dos neutrófilos durante os processos agudos da inflamação já é bem 

conhecido. Além disso, essas células têm atividade microbicida, respondem a estímulos 

diversos, contribuindo através de mecanismos efetores mediados pela atividade 

fagocítica ou pela liberação de intermediários reativos de oxigênio. A participação de 
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neutrófilos em mecanismos efetores da resposta imune, sendo estas células 

potencialmente produtoras de citocinas durante a infecção por diversos patógenos 

intracelulares, inclusive Leishmania tem sido relatada (Denkers & Marchall, 1998). 

Estudos sugerem que neutrófilos podem controlar a infecção por L. donovani 

experimental através da produção de reativos intermediários do oxigênio, exercendo um 

importante papel na destruição inicial do parasito e no recrutamento de fagócitos 

mononucleares (Murray & Nathan, 1999). Dessa forma, os neutrófilos poderiam ter um 

papel fundamental no controle inicial da infecção por Leishmania, sendo capazes de 

destruir formas promastigotas através da ativação de mecanismos oxidativos, além de 

contribuir para o recrutamento adicional de células mononucleares. A habilidade de 

polimorfonucleares em eliminar o parasito em cães naturalmente infectados por L. 

infantum, foi inicialmente demonstrada por Brandonisio et al. (1996), confirmando a 

produção de superóxidos nos mecanismos microbicidas de polimorfonucleares. 

A razão M:E consiste em uma comparação das proporções relativas das células 

granulocíticas e eritrocíticas, seu valor de referência em cães clinicamente normais está 

entre 1 e 2 (Hoff et al., 1985; Jain, 1986). A razão M:E aumentada está relacionada à 

hiperplasia mielóide resultante do aumento de células da linhagem granulocítica. Por 

outro lado, uma diminuição da razão M:E está relacionada à hiperplasia eritróide 

resultante do aumento de células da linhagem eritropoética. Nesse sentido, o aumento da 

razão M:E reflete bem o resultado acima, caracterizando numericamente a hiperplasia 

mielóide. Pode-se concluir também que essa hiperplasia está relacionada ao aumento de 

células precursoras da linhagem neutrofílica demonstrada pelo aumento da razão I:Mg 

nos grupos clínicos. Além disso, como esperado, resultado inverso foi demonstrado na 

taxa de maturação mielóide (MMI), diminuída nos grupos clínicos demonstrando uma 

deficiência no sincronismo de maturação nas células da linhagem neutrofílica na doença 

canina. Os resultados da razão M:E observada no presente estudo estão em 

concordância com de Hoff et al. (1985) que também encontraram aumento da razão    

M:E e diminuição de células eritróides na medula óssea de cães com anemia 

pobremente responsiva. Portanto, os cães deste estudo provavelmente são portadores de 

anemia não-regenerativa periférica conforme já relatado na LVC por diversos autores 

(Abranches et al., 1991b; Ciaramella et al., 1997; Koutinas et al., 1999; Ikeda et al., 

2002; Reis et al., 2006a).  
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Os eosinófilos e seus precursores não foram os responsáveis pelo aumento das 

razões M:E e I:M,  pois uma hipoplasia eosinofílica foi observada nas diferentes formas 

clínicas indicando uma disfunção medular e podendo estar relacionada ao perfil de 

citocinas inflamatórias presentes nesta fase da infecção, contribuindo de forma 

determinante para os achados hematológicos da eosinopenia periférica já relatadas nas 

formas graves da LVC (Tryphonas et al., 1977; Reis et al., 2006a). É importante 

ressaltar que IL-5 estimula a produção de eosinófilos na medula óssea atuando na CFU-

Eo (Travlos, 2006b) e na LVC esta citocina tem sido associada ao padrão de resposta 

tipo 2 (Th2). Segundo Strauss- Ayali et al. (2007) em cães oligossintomáticos foi 

observado aumento da expressão de IL-4 e IL-5, entretanto mais estudos são necessários 

para determinar se a expressão ou ausência de IL-5 na LVC influencia na proliferação 

de eosinófilos na medula óssea. Tryphonas et al. (1977) também relataram redução dos 

precursores eosinofílicos na medula óssea no estágio final da LVC. Entretanto, 

Amusategui et al. (2003) relataram eosinofilia periférica principalmente em cães com 

sinais cutâneos. 

É importante ressaltar que estudos realizados por Pearson et al. (1987) e Oliveira 

et al. (1997) demonstraram que os eosinófilos apresentam capacidade microbicida 

frente a parasitos de L. donovani e L.major, respectivamente. Nesses estudos, tem sido 

mostrado que ativação dos eosinófilos, em um microambiente contendo IFN-γ levaria à 

estimulação da produção de vários mediadores inflamatórios, inclusive a liberação de 

óxido nítrico. Adicionalmente, a expressão de receptores, tais como receptores tipo 

Toll-4, 7 e 8 na superfície celular dos eosinófilos ativados por IFN-γ parece representar 

uma importante via de interação eosinófilo-Leishmania que resultaria na morte do 

parasito por essas células (Nagase et al., 2003). Dessa forma, a eosinopenia medular 

observada em cães infectados nas diferentes formas clínicas pode estar relacionada à 

migração preferencial de eosinófilos para os tecidos e envolvimento dos mesmos em um 

mecanismo leishmanicida adicional.  

A linfocitose medular em cães oligossintomáticos e cães sintomáticos pode ser 

resultante de uma resposta compensatória com objetivo de fornecer linfócitos a órgãos 

alvos do parasito refletindo então na linfopenia periférica observada nos estágios 

avançados da LVC, que pode ser atribuída à natureza imunossupressiva da LV 

(Bourdoiseau et al., 1997; Reis et al., 2006b). Apesar de não haver diferença 
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significativa, a queda de linfócitos observada em cães assintomáticos pode estar 

intimamente relacionada com a linfocitose periférica observada nesta fase da doença 

(Reis et al. 2006a) indicando uma migração preferencial desta população para o sangue 

nas fases iniciais da LVC. Esta migração parece estar intimamente associada com o 

aumento de linfócitos T circulantes (CD4+) e (CD8+) que estão relacionados com a 

manutenção da morbidade clínica em cães assintomáticos e influenciam na relação 

parasito/hospedeiro (Reis et al., 2006c). A plasmocitose observada em cães 

sintomáticos contribui para entender a gênese da ativação policlonal de células B na 

LVC que irá resultar na intensa produção de anticorpos durante a evolução clínica da 

doença. Considerando o recente relato na literatura que mostra queda de células B 

circulantes (Reis et al. 2006c), que poderia estar relacionada à migração seletiva desta 

população celular para os órgãos linfóides, podemos inferir que estas células estão 

sendo produzidas com objetivo de suprir diferentes órgãos linfóides do organismo. De 

fato, o que se observa atualmente em diferentes tecidos linfóides como o baço, fígado e 

linfonodos é um acentuado número de células B envolvidas em infiltrados inflamatórios 

e nas diversas alterações histopatológicas nestes locais (Reis, 2001; Giunchetti et al., 

2008a,b). 

Células de Mott foram observadas em cães sintomáticos associada à 

plasmocitose na medula óssea e são caracterizados por plasmócitos hiperativados que 

contêm em seu citoplasma grânulos de imunoglobulina (Jain, 1986; Travlos, 2006a). 

Foi relatada elevação no número de plasmócitos e células de Mott na LVC indicando 

uma estimulação antigênica associada à infecção no compartimento medular (Anosa & 

Idowu, 1983; Yamaguchi et al., 1983). 

Análises de órgãos linfóides de cães naturalmente infectados por Leishmania 

revelaram áreas aumentadas de células B, principalmente plasmócitos, os quais estão 

associados com aumento da produção de anticorpos anti-Leishmania, determinado 

através dos testes sorológicos (Martinez - Moreno et al., 1993; Giunchetti et al., 

2008a,b). Esses achados sugerem que a migração de células B para tecidos linfóides 

poderia estar ocorrendo durante a LVC ativa, com ativação e diferenciação dessas 

células em plasmócitos e conseqüente atividade policlonal levando a alta produção de 

anticorpos anti-Leishmania.    
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O aumento de monócitos observado em cães oligossintomáticos parece estar 

relacionado com a proliferação destas células na tentativa de conter o intenso 

parasitismo na medula óssea levando a destruição desta população celular, refletindo 

monocitopenia periférica principalmente em cães sintomáticos (Reis et al. 2006a). A 

migração de monócitos do sangue para granulomas hepáticos causados por L.donovani 

é relatado na literatura (Cervia et al., 1993) e GM-CSF seria o responsável pela 

mobilização desses monócitos e atividade leishmanicida através da ativação de 

macrófagos (Murray et al., 1995). Giunchetti et al. (2008b) relataram a presença de 

macrófagos nos infiltrados inflamatórios hepáticos na LVC. 

Neste estudo foi também avaliado o impacto do parasitismo da medula óssea nos 

diferentes grupos clínicos da LVC através da LDU (“Leishman Donovan Units”), 

segundo Stauber (1955). Os resultados demonstraram que a medula óssea de cães 

sintomáticos apresentou maiores densidades parasitárias em comparação a cães 

oligossintomáticos e assintomáticos. Entretanto, de acordo com Tafuri et al. (2004) as 

manifestações clínicas da LVC não necessariamente se correlacionam com a carga 

parasitária. Outras investigações têm relatado uma boa correlação entre a carga 

parasitária no baço e linfonodo e as manifestações clínicas da LVC (Barrouin-Melo et 

al., 2004; Sanchez et al., 2004). 

Reis et al. (2006b) demonstraram a densidade parasitária da medula óssea como 

um marcador parasitológico mais confiável para decifrar o status clínico da LVC, pois 

foi o órgão que apresentou melhor correlação com as formas clínicas comparado ao 

baço, linfonodo, pele e fígado. Apesar da sensibilidade relativamente baixa em cães 

assintomáticos (Saridomichelakis et al., 2005), a citologia de medula óssea é um 

método altamente sensível e específico para o diagnóstico da LVC patente, sendo o 

grupo de cães sintomáticos a forma clínica mais relevante com alta densidade parasitária 

quando comparado a cães assintomáticos e oligossintomáticos (Reis et al. 2006b).  

Dessa forma, nós propomos que o filme de medula óssea seja estabelecido como a 

técnica de escolha para o diagnóstico parasitológico da LV em cães e humanos, pois é 

um método mais seguro, porém menos sensível quando comparado aos aspirados 

esplênicos. Entretanto, o filme de medula óssea pode alcançar uma sensibilidade similar 

a do aspirado esplênico se o exame da pesquisa do parasito for feito minuciosamente 

(Da Silva et al., 2005). 
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Com o objetivo de avaliar o impacto do parasitismo na hematopoese, os mesmos 

animais foram reagrupados levando-se em conta a carga parasitária da medula óssea. O 

grupo de cães com alto parasitismo foi o grupo mais relevante, demonstrando que a 

intensidade parasitária alta na medula óssea é associada com alterações na eritropoese e 

leucopoese, tais como, diminuição de eritroblastos ortocromáticos, aumentada 

proliferação neutrofílica frente à proliferação eosinofílica diminuída, linfocitose e 

plasmocitose. Esses resultados complementam o trabalho de Reis et al. (2006c) que 

relataram alterações no hemograma como diminuição nos valores de eritrócitos, 

hemoglobina e hematócrito, bem como no número de leucócitos circulantes 

(eosinófilos, linfócitos e monócitos) em cães que apresentaram alta densidade 

parasitária na medula óssea.  

Segundo Elmore (2006) e Jain (1986) as alterações celulares observadas no 

mielograma deveriam sempre ser acompanhadas da avaliação do hemograma. No 

presente estudo, foi proposto avaliar um grupo de cães naturalmente infectados por L. 

chagasi nos quais foram realizados mielograma e hemograma completo com intuito de 

conduzir as análises de correlação entre a celularidade na medula óssea e no sangue 

periférico. Nossos resultados evidenciaram anemia, leucopenia (eosinopenia, linfopenia 

e monocitopenia) bem como desvio à esquerda no hemograma de cães sintomáticos.  

De forma interessante, observou-se uma importante relação entre a celularidade 

na medula óssea e no sangue periférico principalmente em cães sintomáticos, como a 

queda de todas as células da linhagem eritropoética da medula óssea bem como de 

eritrócitos, hemoglobina e hematócrito no hemograma. De fato, análises estatísticas 

mostraram correlações positivas entre células da linhagem eritropoética e eritrograma 

considerando todos os cães infectados. Amusategui et al. (2003) relataram que cães 

assintomáticos mostraram maiores valores de eritrócitos, hemoglobina e hematócrito 

quando comparado a cães oligossintomáticos e sintomáticos.  

Estes resultados permitem especular que na LVC sintomática há uma depressão 

na eritropoese que pode ser devido a um mecanismo multifatorial, no qual disfunção 

medular com eritropoese diminuída, afetada pelo intenso parasitismo na medula óssea 

são os principais fatores. 

Trompocitopenia ocasional na LVC experimental foi relatada por Keenan et al. 

(1984a). No presente trabalho, os valores médios da contagem de plaquetas se 
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mantiveram dentro dos limites de normalidade descritos por Jain (1993) em todos os 

grupos clínicos, não havendo diferença significativa entre os grupos discordando dos 

relatos de Slappendel & Ferrer (1998) que verificaram a ocorrência de trombocitopenia 

em 50% dos animais estudados.  

Análises adicionais neste grupo demonstraram aumento de todas as células da 

linhagem neutrofílica da medula óssea assim como de neutrófilos bastonetes no 

hemograma em cães sintomáticos. Este resultado parece indicar que cães sintomáticos 

apresentam uma grande demanda de células neutrofílicas caracterizado pelo desvio à 

esquerda no hemograma, uma vez que como comentado anteriormente, neutrófilos têm 

atividade leishmanicida no controle inicial da infecção. Amusategui et al. (2003) 

relataram que cães assintomáticos mostraram baixos valores de neutrófilos no sangue 

periférico, portanto os neutrófilos poderiam estar migrando para os tecidos logo no 

início da infecção.  

Foram observadas análises de correlação negativa entre os neutrófilos 

segmentados da medula óssea e leucócitos do sangue periférico de cães sintomáticos, 

comprovando dessa forma a migração de neutrófilos segmentados para os órgãos alvo. 

O aumento de neutrófilos no baço de cães com LVC comparado com sangue periférico 

tem sido relatado (Barrouin-Melo et al., 2006). Por outro lado, eosinopenia do sangue 

periférico de cães sintomáticos foi relacionada com diminuição de eosinófilos 

bastonetes e segmentados na medula óssea. Este fato foi comprovado através de análises 

de correlação positivas entre eosinófilos do sangue periférico e segmentados e 

bastonetes eosinófilos da medula óssea em cães oligossintomáticos e sintomáticos, 

respectivamente. Podemos inferir com esses resultados que eosinófilos estariam 

migrando para os tecidos devido ao seu mecanismo microbicida já relatado, portanto a 

eosinopenia observada na medula óssea é devido a uma grande demanda de células 

eosinofílicas na LVC sintomática. Além disso, cães assintomáticos apresentaram 

correlação positiva entre mielócitos, metamielócitos e bastonetes eosinófilos na medula 

óssea e os valores de eosinófilos do sangue periférico. 

 Os resultados obtidos de aumento de linfócitos na medula óssea deste grupo 2 

foram similares aos resultados do grupo 1. O aumento da demanda de linfócitos é 

sustentado pelos eventos de caráter imunológicos já descritos (Cabral et al.,1992; Pinelli 

et al.,1994) que são ativados na infecção por L. chagasi devido a alta atividade da 
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resposta imune do hospedeiro para ser eficiente em remover o parasito. De forma 

interessante, os resultados de linfócitos obtidos no hemograma que mostram uma 

linfocitose em cães assintomáticos e linfopenia em cães sintomáticos corroboram com 

os resultados de Reis et al. (2006a). As análises de correlação comprovam esses 

resultados, uma vez que em cães assintomáticos foi relatada correlação positiva entre 

linfócitos da medula óssea e do sangue periférico, entretanto em cães sintomáticos foi 

relatada correlação negativa entre linfócitos da medula óssea e do sangue periférico. 

 Linfopenia no sangue periférico de cães sintomáticos foi positivamente 

correlacionada com bastonetes e segmentados eosinófilos da medula óssea. Mais 

estudos são necessários para determinar a natureza e o significado dessas correlações. 

 Uma diminuição dos valores absolutos de monócitos circulantes foi observada 

no hemograma de cães sintomáticos. Resultados semelhantes foram obtidos por Reis et 

al. (2006a) que observaram monocitopenia em cães sintomáticos. Esses dados poderiam 

sugerir durante a LVC ativa, há o recrutamento intenso de monócitos para os tecidos 

linfóides, onde estes poderiam desempenhar importantes papéis imunológicos através 

da apresentação de antígenos e eliminação do parasito. Entretanto não é exatamente isto 

que ocorre, uma vez que se observa alta carga parasitária em tecidos linfóides como o 

baço, fígado, linfonodo além de medula óssea e pele (Reis et al., 2006b). Por outro lado 

o aumento de macrófagos no baço de cães com LVC já tem sido documentado, onde 

estas células estariam atuando na formação do processo inflamatório tecidual (Barrouin-

Melo et al., 2006). Análise de correlação negativa entre monócitos da medula óssea e do 

hemograma foi relatada em cães assintomáticos sugerindo que uma migração de 

monócitos para os tecidos e conseqüente monocitopenia periférica implicaria em uma 

maior proliferação de monócitos na medula óssea.    

 Após a infecção, a partir do local de inoculação do parasito na pele do cão, o 

parasito dissemina transportado através de histiócitos e células de Langerhans para os 

linfonodos, medula óssea, baço, fígado, pulmões e trato gastrointestinal, sendo 

raramente detectado na corrente sanguínea (Cardoso & Cabral, 1998).  

Tem sido relatado o processo de migração celular de células do sangue periférico para 

esses órgãos-alvo na LVC (Barrouin-Melo et al., 2006; Giunchetti et al., 2006). Além 

disso, quimiocinas induzidas em resposta a Leishmania são conhecidas por recrutar 

monócitos/macrófagos, neutrófilos e eosinófilos (Matte & Olivier, 2002; Teixeira et al., 
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2006). Esse evento poderia explicar a leucopenia associada à eosinopenia, 

monocitopenia e linfopenia no sangue periférico de cães sintomáticos.  

O conjunto de resultados apresentados neste trabalho aponta a medula óssea 

como um importante órgão no estudo da LVC e representa uma ferramenta de 

diagnóstico adicional tanto na pesquisa de parasitos quanto no âmbito das alterações 

celulares, nesse caso associando mielograma ao hemograma. Além disso, moléculas na 

superfície de células hematopoéticas desempenham um importante papel no seu 

desenvolvimento e função, servindo como objetos de crescentes avanços no 

conhecimento do sistema imune.  
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Os resultados obtidos neste trabalho indicam que a realização do mielograma 

deve ser considerada no diagnóstico e prognóstico da LVC, pois, como foi 

demonstrado, parasitos de L. chagasi induzem alterações na celularidade, tanto na 

linhagem eritropoética quanto leucopoética da medula óssea. Essas alterações são 

influenciadas pela forma clínica e pela densidade parasitária destacando-se que cães 

sintomáticos e com alto parasitismo apresentaram maiores alterações. Além disto, as 

alterações das células no mielograma estão intimamente relacionadas às variações nos 

valores absolutos das células no hemograma e ambos os exames devem ser realizados. 

Pode-se concluir que o padrão hematológico medular para o diagnóstico da LVC incluiu 

uma eritropoese diminuída, aumento da proliferação de precursores neutrofílicos, 

diminuição da proliferação de precursores eosinofílicos e linfocitose associada à 

plasmocitose. Além disso, o hemograma é uma ferramenta de diagnóstico laboratorial 

complementar na LVC ativa com um quadro hematológico de anemia e leucopenia 

devido à eosinopenia, linfopenia e monocitopenia.  
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Futuros estudos devem ser realizados envolvendo imunofenotipagem de células 

da medula óssea através da citometria de fluxo. Estes estudos terão como objetivo o 

estabelecimento de um painel de anticorpos capazes de caracterizar os aspectos 

imunofenotípicos do processo da mielopoese. Através do uso de anticorpos 

monoclonais para caracterização de subpopulações celulares, identificação dos estágios 

de diferenciação e análise de aspectos da migração e imunorregulação, respectivamente.   
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11.1 - Características morfológicas e classificação de células em aspirado de 
medula óssea de cães (Penny, 1974; Jain, 1986; Harvey, 2001) 
 

1 - Maturação de eritrócitos 

1.1 - Proeritroblasto (rubriblasto, pronormoblasto): Célula arredondada, com 

aproximadamente 18 µm de diâmetro apresentando margem estreita de citoplasma 

basófilo. O núcleo ocupa a maior parte da célula, em geral de localização central, mas 

pode ser excêntrico com cromatina frouxa. Pode haver uma área perinuclear clara. 

Nucléolos estão presentes.  

1.2 - Eritroblasto basófilo (rubrícito basófilo, normoblasto): A célula é menor que o 

proeritroblasto possui cerca de 15 µm. Conserva margem estreita de citoplasma 

basófilo. A cromatina nuclear é condensada e separada através de listras claras dando a 

aparência de “roda de carroça”. Nucléolos não estão presentes. 

1.3 - Eritroblasto policromático prematuro (rubrícito policromático, normoblasto):  

Menor que o eritroblasto basófilo, porém com tamanho variado (12 µm). Possui núcleo 

redondo, sem nucléolo e citoplasma abundante. A síntese de hemoglobina está iniciando 

e esta produz uma mudança na coloração do citoplasma para azul claro ou cinza. 

Condensação de cromatina nuclear continua e a aparência é de gotas escuras separadas 

por listras claras. 

1.4 - Eritroblasto ortocromático (rubrícito ortocromático, normocrômico): Tem 

cerca de 10 µm de diâmetro. O núcleo permanece viável com cromatina bastante 

condensada, às vezes localizado no canto da célula para posterior extrusão. O 

citoplasma tem coloração similar ao eritrócito maduro. 

1.5 - Reticulócito: Possui diâmetro um pouco maior do que o da hemácia (8 µm) e não 

tem núcleo, sendo formado por citoplasma acidófilo, no qual se pode ver um reticulado 

basófilo após a coloração pelo azul-de-cresil-brilhante. Estão presentes no sangue em 

torno de 1 a 1,5% do total das hemácias e correspondem a células recém-lançadas na 

circulação.  

1.6 - Eritrócito: Célula definitiva com cerca de 7 µm de diâmetro e a forma de disco 

bicôncavo, possui borda mais corada e o centro bem mais claro. À medida que circula, 

perde porções da membrana citoplasmática, adquirindo a forma de esfera (esferócito). 
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2 - Maturação de granulócitos 

2.1 - Mieloblasto: Célula grande com aproximadamente 20 µm de diâmetro, 

arredondada a irregular no formato. O núcleo é grande, violeta avermelhado com 

cromatina finamente pontilhada contendo um ou mais nucléolos. O citoplasma é azul 

(basofílico), mas geralmente mais claro na coloração que o proeritroblasto. O 

citoplasma de um típico mieloblasto não contém grânulos, mas menos que 15 grânulos 

avermelhados podem estar presentes em um mieloblasto tardio.   

2.2 - Promielócito (progranulócito): Tamanho similar ao mieloblasto com citoplasma 

mais abundante. A cromatina nuclear é um pouco mais densa. Nucléolos estão presentes 

em menor número ou ausentes. O citoplasma é menos basofílico e comumente apresenta 

granulações primárias grosseiras e pode apresentar granulações secundárias ou 

específicas. 

2.3 - Mielócito neutrófílo: Menor que o promielócito (18 µm), com início de 

condensação da cromatina nuclear, nucléolos não são visíveis. O citoplasma é azul claro 

(acidófilo) e contém granulações específicas. Esses grânulos, quando, adequadamente 

corados são cinza e rosa pálido. 

  - Mielócito eosinófílo: Esta célula é geralmente maior que o mielócito 

neutrófílo. O citoplasma é mais basofílico e os grânulos são laranja avermelhados. 

  - Mielócito basófílo: Não é uma célula comum nos filmes de medula óssea. Os 

grânulos são metacromáticos ou violeta avermelhados. 

2.4 - Metamielócito neutrófílo, eosinófílo e basófílo: O núcleo é denteado e assume o 

formato de rim, a cromatina é mais condensada, sem nucléolos. Esta célula não é mais 

capaz de se dividir. O citoplasma pode conservar uma basofilia desprezível no 

neutrófilo, mas as outras duas formas conservam um citoplasma azulado como 

característica de célula madura da série. Os grânulos específicos identificam a célula 

como neutrofílica, eosinofílica ou basofílica. 

2.5 - Neutrófilo bastonete: O núcleo varia a conformação do espaço dentro do 

citoplasma. Formato de ferradura ou “S” são comuns. A membrana nuclear é plana. 

Irregularidade de membrana nuclear ou início de denteação indica que a maturação foi 

alcançada, requerendo classificação como um segmentado e não bastonete. Granulação 

neutrofílica é fraca e pouco perceptível ao microscópio óptico. 
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2.6 - Neutrófilo segmentado (leucócito polimorfonuclear): O núcleo pode ser 

monolobulado, mas a membrana nuclear é irregular, vários lobos são separados através 

de filamentos. 

2.7 - Eosinófilo: O citoplasma contém grânulos eosinofílicos que variam na intensidade 

de coloração avermelhada entre as espécies. Os grânulos variam no tamanho, formato e 

número entre as espécies. 

2.8 - Basófilo: O citoplasma é basofílico com variação no número de grânulos 

metacromáticos, dependendo da espécie. Os grânulos são arredondados e cinza pálido 

ou rosa pálido no gato, embora alguns basófilos possam preservar poucos grânulos 

pequenos e de coloração mais escura.   

 

3 - Maturação do megacariócito 

3.1 - Megacarioblasto: A primeira célula identificável desta série é maior que as outras 

células blásticas da medula óssea. Possui um a quatro núcleos distintos avermelhados. O 

citoplasma é pequeno e resulta em coloração azul escuro. Pequenas vesículas são 

frequentemente encontradas na superfície da célula. 

3.2 - Promegacariócito: A maturação leva à multiplicação dos núcleos através de 

divisão mitótica sem a divisão do citoplasma (endomitose). O número de núcleos pode 

ser oito ou mais. Nas maiores células, os núcleos são comumente fundidos em uma 

massa solitária irregular. O citoplasma cora de azul médio a escuro e é limitado 

relativamente em uma borda estreita ao redor da massa nuclear. 

3.3 - Megacariócito: O citoplasma é azul pálido e apresenta grânulos azurófilos rosa 

pálido. O citoplasma é maior que o promegacariócito. A formação de grânulos começa 

na zona perinuclear e gradualmente se entende para periferia da célula. O tamanho 

celular é variável e depende do número de divisões nucleares. Em filmes de medula 

óssea alguns megacariócitos podem apresentar projeções tipo pseudópodes e uma massa 

nuclear sem citoplasma, ou citoplasma sem núcleo pode ser encontrado. 

3.4 - Plaquetas (trombócitos): Plaquetas são fragmentos citoplasmáticos de 

megacariócitos, variando em tamanho e formato e contêm grânulos avermelhados em 

um campo azul claro. No sangue, estas frequentemente formam pequenos grupos. 
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4 - Outras células 

4.1 - Osteoclasto: Células grandes, irregulares no formato e apresentando múltiplos 

núcleos ovais distintamente separados em um citoplasma rosa-pálido granular. Essas 

células não devem ser confundidas com megacariócitos. 

4.2 - Linfócitos: Originam-se na medula óssea a partir dos linfoblastos e prolinfócitos, e 

possuem 7-10 µm de diâmetro. O núcleo é muito grande em relação ao tamanho da 

célula. Não são observados nucléolos nem granulações citoplasmáticas. 

4.3 - Monócitos: Originam-se na medula óssea a partir dos monoblastos e 

promonócitos, possuem cerca de 20 µm, seu núcleo é irregular com cromatina delicada, 

chanfraduras marcadas e citoplasma abundante, levemente basófilo, com contorno 

irregular e podem ser vistos pequenos vacúolos. 

4.4 - Macrófagos: Possuem morfologia ainda mais variável do que a do monócito, tem 

tamanho maior e são mais ativos que os monócitos dos quais derivam. Os núcleos são 

grandes, vesiculosos, não são vistos nucléolos e o citoplasma é rico em granulações, 

restos celulares, vacúolos e material fagocitado de natureza diversa. 

4.5 - Plasmócitos: Originam-se na medula óssea a partir dos plasmoblastos e 

proplasmócitos. Células de formato irregular, mas geralmente arredondadas, com uma 

grande quantidade de citoplasma azul claro e núcleo arredondado de localização 

excêntrica. O núcleo é parecido com o núcleo do eritroblasto, mas com maior contraste 

entre a cromatina. Uma área pálida de citoplasma pode estar presente próximo ao 

núcleo.  

4.6 - Núcleos de células reticuloendoteliais: Filmes de material de medula óssea 

contêm estruturas arredondadas e coradas de rosa-pálido apresentando um ou mais 

nucléolos. Estas são classificadas como núcleos livres de células reticuloendoteliais.  

4.7 - Células sem classificação: Essas células podem estar presentes em medula óssea 

normal que não encaixa em nenhuma descrição dos muitos estágios de células 

hematopoéticas submetidas à maturação. 

4.8 - Células degeneradas: Células fragmentadas, núcleos picnóticos ou estruturas 

irregulares arredondadas, rosa pálido sem nucléolos ou uma estrutura em rede rosa-

pálido, comumente denominada de “célula em cesta”, são células degeneradas. Estas 

estão incluídas na contagem celular diferencial de medula óssea.  
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