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A Leishmanios visceral canina (LVC) é uma doença crônica que acomete 

indiscriminadamente os cães e promove lesões graves no animal levando-o a morte. Além de 

paciente, o cão é reservatório doméstico do parasito. No Brasil, o tratamento da LVC é 

praticado desde meados da década de 90 e diversos protocolos são utilizados em diferentes 

partes do mundo com resultados variados. O tratamento de cães portadores de LVC através da 

imunoterapia, com a vacina recombinante Leish-Tec®, associada ao alopurinol tem sido 

descrita na literatura com resultados promissores podendo induzir melhora clínica em cães 

com LVC. Porém, não é descrito na literatura parâmetros laboratoriais hematológicos que 

auxiliem o médico veterinário no acompanhamento do paciente e determinação de seu 

prognóstico. A descoberta desses parâmetros podem auxiliar melhor o acompanhamento dos 

animais tratados o que pode ser de grande importância na definição de um melhor prognóstico 

ou para determinar o estado clínico dos cães tratados. Sendo assim, o presente estudo buscou 

identificar parâmetros hematológicos sanguíneos como biomarcadores, em cães naturalmente 

infectados e tratados, a fim de utilizar estes dados na predição de prognóstico e conduta 

terapêutica. Em um primeiro momento do estudo, desnominado “Estudo Retrospectivo”, 

foram incluídos 45 cães sintomáticos, naturalmente infectados por Leishmania infantum e que 

foram submetidos ao protocolo de tratamento por imunoterapia e alopurinol. Foram 

recolhidos dos prontuários informações sobre a condição clínica do animal e os resultados dos 

exames laboratoriais. Em segunda parte, denominada “Estudo Prospectivo”, foram incluídos 

12 cães também sintomáticos, naturalmente infectados por Leishmania infantum e que foram 

submetidos ao protocolo de tratamento por imunoterapia e alopurinol. Os parâmetros 

hematológicos e bioquímicos foram analisados. O conjunto de dados obtidos neste trabalho 

indica que monócitos e plaquetas podem representar importantes parâmetros de prognóstico 

da resolução da doença e do tratamento, podendo atuar como biomarcadores, melhorando 

assim a abordagem terapêutica, evitando-se riscos e custos desnecessários e proporcionando 

melhor benefício ao animal.     
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Canine visceral leishmaniasis is a chronic disease caused by L. infantum wich affects dogs 

and promotes serious injury leading to death. Dogs are the main reservoir of this parasite, 

having a central role in the transmission to humans. In Brazil canine visceral leishmaniasis 

have been treated for more than fifteen years. There are several protocols for treatment around 

the world. Recently, a new treatment protocol has been proposed using immunotherapy with 

Leistech® vaccine, associated with allopurinol. However, there are no reliable parameters of 

prognosis for clinical recovery in dogs. This study aimed to characterize parameters from 

blood as biomarkers in dogs naturally infected and treated in order to use this data as 

prognosis and therapeutic management. The study included dogs naturally infected by 

Leishmania infantum, symptomatic and treated with immunotherapy and allopurinol. Medical 

records containing information on the clinical status, hematological and biochemical tests 

were analyzed. Our results showed improvement in some clinical parameters evaluated. The 

data set obtained in this study indicates that monocytes and plateletes may represent important 

parameters of disease prognosis and treatment, acting as biomarkers, thus improving the 

therapeutic approach, avoiding risks and unnecessary costs and providing better animal 

benefits 
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1.1 Leishmaniose Visceral 

Presentes em quatro continentes, aproximadamente 102 países tropicais e subtropicais, as 

leishmanioses representam um conjunto de doenças com altos índices de morbidade e 

mortalidade. Estima-se cerca de um milhão de novos casos por ano, dentre esses, 

aproximadamente 180 mil relatos de leishmaniose visceral (LV) (WHO, 2017). 

A LV, também conhecida como Kala-azar, possui ampla distribuição geográfica, sendo 

endêmica em mais de 80 países em todo o mundo. Cerca de 90% dos novos casos notificados 

à Organização Mundial da Saúde (OMS), no ano de 2015, ocorreram em sete países: Brasil, 

Etiópia, Índia, Quênia, Somália, Sudão do Sul e Sudão. É uma doença crônica e é considerada 

a forma mais alarmante, uma vez que é fatal em 95% dos casos não tratados adequadamente, 

sendo responsável por mais de 20 mil mortes anualmente (WHO, 2017).   

O agente etiológico da LV no velho mundo (Índia e Leste da África) é a Leishmania 

(Leishmania) donovani; na China, Ásia Central, Sudeste da Europa e Mediterrâneo é a 

Leishmania (L.) infantum e na América Latina a Leishmania (L.) chagasi (Lainson; Shaw, 

1987; Lukes et al., 2007). Embora diferentes no nome e localização geográfica, técnicas 

moleculares e bioquímicas confirmaram que a L. infantum e L. chagasi são a mesma espécie 

(Lukes et al., 2007; Mauricio & Stothard, 2000). A OMS tem empregado a denominação de L. 

infantum para o agente etiológico da LV nas Américas, passando então a considerar apenas 

estas duas espécies (L. donovani e L. infantum) como agente etiológico da LV no mundo 

(WHO, 2010). 

A participação dos cães no ciclo epidemiológico da LV foi primeiramente observada em 1908 

por Nicolle & Comte, na Tunísia, após a detecção nestes animais do agente etiológico da LV. 

No Brasil, em 1936, Evandro Chagas descreveu o primeiro caso diagnosticado in vivo de LV, 

no qual demonstrou a existência da doença no homem e no cão e a infecção do flebótomo 

Lutzomyia longipalpis, classificando o parasito como Leishmania chagasi (Chagas, 1936; 

Chagas et al., 1938). A partir dessa data um amplo estudo foi conduzido no estado do Ceará 

evidenciando a importância dos cães na epidemiologia da doença (Deane & Deane, 1955). O 

estudo realizado por Deane (1956) comparou a infecção humana e canina por L. chagasi, no 

qual os autores observaram parasitos na pele de 16% dos humanos e aproximadamente 78% 

dos cães estudados. Devido à urbanização da doença, o parasito L. infantum tem o cão (Canis 

familiaris) como seu principal reservatório, ocupando uma posição de destaque na cadeia 

epidemiológica devido à sua proximidade com o homem no ambiente doméstico tanto em 
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áreas rurais como urbanas (Dos Santos et al., 1998; Harhay et al., 2011). Estudos 

demonstraram a correlação do aparecimento de casos humanos precedidos da infecção canina 

sendo ainda mais incidente e prevalente que a doença humana, reforçando as hipóteses de 

principal fonte alimentar do vetor o que favorece a disseminação e manutenção do ciclo de 

transmissão da LV (Moreno & Alvar, 2002). Além disso, no âmbito doméstico, grande parte 

dos cães com sorologia reagente não apresenta sinais clínicos, podendo, desta forma, atuar 

como fonte silenciosa e duradoura de infecção aos flebotomíneos (Costa-Val et al., 2007). 

A principal forma de transmissão do parasito ocorre durante o repasto sanguíneo de fêmeas de 

dípteros da família Psychodidae, subfamília Phebotominae, sendo a Lutzomyia longipalpis a 

principal espécie transmissora da L. infantum no Novo Mundo, embora as infecções não 

vetoriais por via transplacentária (Rosypal et al., 2005), transfusional (Freitas et al., 2012), 

venéreas (Silva et al., 2000) e por mordida (Naucke et al., 2016) tenham sido relatadas. 

A LVC não apresenta sinais clínicos patognomônicos e ainda similares àqueles observados 

em outras infecções caninas (Cardoso et al., 1998). Ademais, a doenças e apresenta de forma 

grave, com evolução lenta e de início insidioso cujas manifestações clínicas são 

intrinsicamente dependentes do tipo de resposta imunológica expressa pelo animal infectado. 

O quadro clínico do cão infectado apresenta um espectro de características clínicas que podem 

variar consideravelmente entre os animais infectado podendo apresentar aparência sadia,     

denominados animais assintomáticos, que são caracterizados pela ausência de sinais clínicos 

da doença, porém com carga parasitária e sorologia variável (Baneth et al., 2008; Reis et al., 

2006b; Solano-Gallego et al., 2011). Entretando, esta pode evoluir para uma forma clínica 

sintomática caracteristicamente debilitante, relacionada ao comprometimento do controle do 

parasitismo ocasionado pelo exacerbado grau de imunossupressão que conduz o animal 

inevitavelmente ao óbito (Giunchetti et al., 2006; Mancianti et al., 1988; Pinelli et al., 1994; 

Reis et al., 2006a, 2006b, 2009).  

Alguns aspectos clínicos da LVC assemelham-se ao da LV humana, tais quais: febre irregular, 

palidez de mucosas e emagrecimento progressivo, até um estado de caquexia, em seu estágio 

final (Marzochi et al., 1985; Genaro, 1993). Entre os sinais clínicos mais comumente 

observados na LVC, ausentes na doença humana, destacam-se a presença de alterações 

dermatológicas como opacificação dos pelos, alopecia, descamação, dermatite localizada ou 

generalizada. Nas fases mais adiantadas observa-se diarreia, onicogrifose, 

hepatoesplenomegalia, linfadenomegalia, ceratoconjuntivite, ceratite com opacificação de 
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córnea e paresia dos membros posteriores (Genaro, 1993; Giunchetti et al., 2006). É de grande 

relevância destacar que os sinais clínicos podem ser influenciados por diversos fatores, como 

o tipo de resposta imunológica apresentada pelo animal, raça, estado nutricional e doenças 

concomitantes, que podem afetar o curso da infecção (Dantas-Torres  et  al.,  2012; Moreno & 

Alvar, 2002; Solano-Gallego et al., 2009). Além disso, estudos demonstraram que o 

agravamento dos sinais clínicos no cão apresenta relação direta com a carga parasitária em 

diferentes tecidos (Giunchetti et al., 2006; 2008; Reis et al., 2006a; 2006b). 

As alterações laboratoriais como anemia normocítica e normocrômica, leucopenia, 

monocitose com relatos de presença de grandes monócitos ativados e trombocitopenia, em 

cães naturalmente ou experimentalmente infectados, são frequentes, entretanto, esses achados 

hematológicos são considerados inespecíficos. Alterações bioquímicas como elevação das 

proteínas totais com hipergamaglobulinemia e hipoalbuminemia, alterações nas enzimas 

hepatocelulares (alanina amino transferase e aspartato amino transferase) e aumento dos 

níveis de ureia e creatinina também são relatadas (Abranches et al., 1991; Bourdoiseau et al., 

1997; Ciaramella et al., 1997; Greene, 2006; Reis et al., 2006a; Solano- Gallego et al., 2011). 

Solano-Gallego e colaboradores (2011), a fim de classificar animais infectados em escores 

clínicos, propuseram um sistema de classificação composto por quatro estádios clínicos: 

Estádio I, doença discreta, Estádio II, doença moderada, Estádio III, doença grave, e Estádio 

IV, doença muito grave. Esses estádios foram classificados de acordo com os resultados 

sorológicos que variam de negativo a alto nível de anticorpos anti-Leishmania, associado a 

alterações de patologia clínica e sinais clínicos (Tabela 1). 
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ESTADIAMETO 

CLÍNICO
SOROLOGIA SINAIS CLÍNICOS

ACHADOS DE 

PATOLOGIA  CLÍNICA
PROGNÓSTICO

ESTÁGIO I 

DOENÇA 

DISCRETA

Negativa ou 

Níveis 

discretos de  

anticorpos 

Sinais clínicos 

discretos; 

Linfadenopatia 

discreta;       

Dermatite;           

Pápula

   Perfil renal normal: 

Creatinina <1,4mg/dL e 

Proteína/creatinina 

urinária <0,5

Bom

ESTÁGIO II 

DOENÇA 

MODERADA

Níveis de 

anticorpos 

discretos a 

elevados 

Estágio I;       

Dermatite esfoliativa 

difusa;      

Onicogrifose; 

Ulcerações;   

Anorexia;            

Perda de peso;  

Epistaxe

Hipergamaglobulinemia; 

Creatinina <1,4mg/dL; 

Proteína/Creatinina 

urinária 0,5-1

Bom a Reservado

ESTÁGIO III 

DOENÇA GRAVE

Níveis de 

anticorpos 

elevados

Estágios I e II;  

Lesões por 

imunocomplexos: 

vasculites, artrites, 

uveíte e 

glomérulonefrite

Estádio II; Creatinina 1,4-

2mg/dL;       Doença 

renal crônica (IRIS I); 

Proteína/Creatinina 

urinária >1 ou IRIS II

Reservado a 

Desfavorável

ESTÁGIO IV 

DOENÇA MUITO 

GRAVE

Níveis de 

anticorpos 

muito 

elevados 

Estágios I, II e III; 

Ttromboemboliso 

pulmonar;    Síndrome 

nefrótica

Estádio III;      

Creatinina>5mg/dL; 

Creatinina sérica 2- 

5mg/dL;            

Proteína/creatinina 

urinaria>5;          

Doença renal crônica 

(IRIS III);         

Síndrome nefrótica com 

proteinúria

Desfavorável

Tabela 1: Estadiamento clínico da leishmaniose visceral canina baseado no nível de 

anticorpos, sinais clínicos   dados laboratoriais e prognóstico. (Adaptado de Solano-Gallego 

et al., 2011). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

O diagnóstico de LVC deve ter por base uma abordagem completa, considerando a história 

pregressa do animal, abrangendo uma avaliação clínica e os aspectos laboratoriais de testes 

sorológicos como a Reação de Imunofluorescência Indireta (RIFI), imunoensaio enzimático 

(Elisa) e testes rápidos imunocromatográficos; ensaios de pesquisa parasitária como 

citopatologia, histopatologia e imuno-histoquímica (IHQ) e moleculares como a Reação de 

Polimerase em Cadeia (PCR) que confirmam a presença do parasito (Gramiccia, 2011; Ikeda-

Garcia et al 2003; Martínez-Moreno et al., 1993; Paltrinieri et al., 2009). 

As medidas para o controle da LV inicialmente sugeridas por Deane (1956) e até hoje  

adotadas pelo Ministério da Saúde brasileiro, através do Programa de Vigilância e Controle  

da  Leishmaniose Visceral (PVC-LV), preconiza o diagnóstico e tratamento precoce dos 
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humanos infectados; controle vetorial, através de aspersões de inseticidas com efeito residual; 

eutanásia dos cães soropositivos, além de uma vigilância sanitária contínua e sistemática  

(Palatnik et al., 2001). A eutanásia compulsória de cães soropositivos é uma medida 

questionável, visto que, esta prática leva a diminuição da transmissão da LV na área de 

cobertura, com duração apenas em médio prazo, sendo que algum tempo após sua 

interrupção, a incidência e a prevalência da infecção voltam a atingir os antigos níveis (Costa, 

2011; Moreno & Alvar, 2002). Além disso, outro problema relacionado à baixa efetividade 

desta medida de controle é o longo intervalo de tempo, entre o diagnóstico e a remoção dos 

cães e a reposição do cão eutanasiado por outro suscetível, que pode tornar-se infectado 

(Dantas-Torres et al., 2012; Dye et al 1996; Moreira et al., 2004). O princípio básico para a 

prevenção da LVC é evitar o contato entre o vetor infectado e o cão, dessa forma, medidas 

contra o vetor devem ser adotadas no ambiente e centradas no cão. As medidas recomendadas 

aos proprietários dos cães livres da infecção ou em tratamento podem ser: (1) uso do colar 

impregnado com deltametrina 4%, o qual deve ser substituído a cada seis meses; em cães 

alérgicos ao colar, uso de inseticidas de aplicação tópica à base de permetrina; (2) cuidados de 

limpeza do ambiente, como retirada de matéria orgânica excessiva;  aplicação  de  inseticidas 

ambientais centrados nos canis (ambientes em que o animal permanece por mais tempo), 

como aqueles à base de deltametrina e cipermetrina, em aplicações semestrais; (3) uso de 

plantas repelentes de insetos, como a citronela; (4) não realização de passeios crespusculares 

ou noturnos, horários de maior atividade dos flebotomíneos, privilegiando os passeios diurnos 

(Ribeiro et al., 2007; 2013). 

Os tratamentos para LVC são bem variados e utilizam protocolos que combinam drogas que 

podem ser reunidas em dois grupos: as que apresentam ação direta sobre o parasito quer   

seja pela ação leishmanicida, quer seja como leishmaniostático (impedindo sua replicação), e 

os grupos capazes de modular o sistema imune. Os medicamentos mais comuns utilizados 

para o tratamento da LVC são o alopurinol, domperidona e, mais recentemente no Brasil, 

a miltefosina (Solano-Gallego et al., 2011). O antimoniato de meglumina teve sua 

distribuição e uso restrito ao serviço público de saúde, destinado ao tratamento humano, não 

podendo ser utilizado em nenhuma condição para o tratamento de cães com LV. Em 2008, o 

ministério da Saúde juntamente com o Ministério da Agricultura Pecuária e Abastecimento 

(MAPA) publicaram em Portaria Interministerial nº 1.426, Art. 1º, a proibição, em todo o 

território nacional, do tratamento de cães infectados com LV ou doentes com produtos de 

uso humano ou não registrado no Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento.  
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Por se tratar de uma doença que depende da resposta imunitária, estudos têm demonstrado o 

importante papel dos imunomoduladores no controle da Leishmaniose canina. Ribeiro 

(2013) descreveu um protocolo, para cães portadores de LVC, através da imunoterapia com 

dose duplicada da vacina recombinante Leish-Tec®, aprovada pelo Ministério da Saúde e 

Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento, associada ao fármaco alopurinol que 

tem mecanismo leishmaniostático inibindo a multiplicação do parasito. O protocolo é 

constituído de três doses duplicadas da vacina a cada 21 dias. Resultados demonstraram que 

o tratamento induziu melhora clínica e laboratorial em cães com LVC, redução no 

parasitismo cutâneo e da titulação anti-L. infantum, tornando-se uma opção de terapêutica no 

protocolo de tratamento desta doença em cães. 

A resposta clínica ao tratamento de cães doentes pode variar de ineficaz a efetiva, dependendo 

do estado clínico inicial geral e da resposta específica à terapia. A grande maioria dos cães 

experimenta melhora clínica no primeiro mês de terapia, no entanto, um período de terapia 

mais longo pode ser necessário para outros antes que a melhoria seja aparente (Pennisi et 

al., 2005). O significado do termo tratamento bem-sucedido para a LVC é dependente da 

ótica dos autores envolvidos. Para o proprietário e para o clínico veterinário, o sucesso do 

tratamento se dá a partir da remissão dos sinais e melhoria da condição clínica apresentada 

pelo animal. Para os parasitologistas, a cura significa completa eliminação do parasito do 

hospedeiro, enquanto que para os entomologistas, órgãos de saúde pública e epidemiologistas, 

a incapacidade do animal em transmitir o parasito aos insetos vetores (quebrando o ciclo de 

transmissão) é suficiente para considerar o tratamento como um sucesso (Baneth & Shaw, 

2002). 

O grupo LeishVet, associação cientifica europeia focada em pesquisa para auxilio do   

clínico veterinário na gestão da leishmaniose canina, recomenda o monitoramento dos  

animais  durante o tratamento através da análise de parâmetro clínico-patológicos como 

exame clínico; sorologia, que deve ser realizada não antes de seis meses após o tratamento 

inicial e testes laboratoriais de rotina como hemograma competo,  perfil  bioquímico  e  

análise completa da urina após o primeiro mês de tratamento e depois a cada 3-4 meses 

durante o primeiro ano. Recomenda-se que o cão clinicamente recuperado realize os exames 

a cada seis meses ou uma vez por ano (Solano-Gallego et al., 2011).  

Em humanos, os critérios de eficácia do tratamento são baseados em sinais clínicos, ausência 

de febre e redução do baço e laboratorialmente na melhora hematológica com reversão da 
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pancitopenia (Badaro, 1986; Pastorino et al., 2002). Além disso, durante a infecção em 

humanos, é evidente a ausência de citocinas como IFN-γ e IL 12. Considera-se cura na LV 

quando ocorre reativação dessas citocinas (Bacellar et al., 2000). De acordo com o 

Ministério da Saúde (2013) os critérios de cura para LV, em humanos, são essencialmente 

clínicos. O desaparecimento da febre acontece por volta do segundo ao quinto dia de 

medicação específica e a redução do volume do baço e do fígado pode ser verificada nas 

primeiras semanas.  Os parâmetros hematológicos melhoram a partir da segunda semana. A 

normalização das proteínas séricas se dá de forma lenta e pode levar meses. O retorno do 

apetite, a melhora do estado geral e o ganho de massa são evidentes desde o início do 

tratamento.  Nessa situação, o controle parasitológico ao término do tratamento é dispensável.  

Ao final do tratamento, a presença de eosinófilos no sangue periférico é um índice de bom 

prognóstico.  O paciente tratado deve ser acompanhado durante 12 meses. Ao final desse 

período, se permanecer estável, será considerado clinicamente curado. 

Na prática veterinária, o prognóstico da LVC é baseado em alterações bioquímicas, 

principalmente relacionadas à função renal, que fornecem informações para estabelecimento 

de um prognóstico para avaliar o estado clínico e evolução dos cães em tratamento 

(Solano-Gallego et al., 2011). Mesmo existindo alterações hematológicas comuns em cães 

infectados essas alterações laboratoriais são inespecíficas (Gradoni, 2002) caracterizadas por 

disfunção na produção de eritrócitos, granulócitos, monócitos, linfócitos e plaquetas.  Recente 

trabalho, pertencente ao nosso grupo de estudos, Martins (2016), em dados não publicados, 

descreveu alterações leucocitárias em camundongos infectados por Leishmania major. 

Neste estudo, foi demonstrado que há uma intensa panleucopenia em camundongos 

infectados, assim como acontece leishmaniose visceral humana, caracterizada por 

anormalidades como anemia, leucopenia e trombocitopenia (Badaro e Duarte, 2005; 

Baranwal et al., 2007). Martins (2016), em dados não publicados, observou que apesar da 

diminuição geral na frequência e número de leucócitos no sangue, ouve aumento de 

monócitos e este aumento teria correlação direta com o tamanho da lesão e 

consequentemente susceptibilidade à infecção. Barbosa (2013), dados não publicados, 

também demonstrou resultados semelhantes estudando o sangue cães, naturalmente 

infectados por Leishmania infantum, através da analise por citometria de fluxo observando 

maior frequência de monócitos em cães sintomáticos, quando comparados a assintomáticos e 

não infectados. 
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1.2  Monócitos 

Monócitos são células integrantes do sistema fagocítico mononuclear (SFM), originados a 

partir de precursores da medula óssea, que correspondem a aproximadamente 10% do total de 

leucócitos circulantes no sangue periférico de humanos, 4% de camundongos e de 3-10% d e 

cães (Gordon & Taylor, 2005). Por serem capazes de internalizar e eliminar ampla variedade 

de microrganismos patogênicos como bactérias, vírus e parasitos, de apresentar antígenos e 

ativar linfócitos T, monócitos vem sendo cada vez mais relacionados à defesa do 

organismo aliando resposta   inflamatória e imunidade inata à imunidade adaptativa (Auffray 

et al., 2009; Serbina et al., 2008; Shi et al., 2011). Além disso, estudos demonstraram a 

capacidade de migração de monócitos de vasos sanguíneos para os tecidos, diferenciando-se 

em macrófagos e células dendríticas, contribuindo assim na defesa, remodelamento e reparo   

tecidual (Auffray et al., 2009; Zawada et al., 2011). 

Devido à funcionalidade e a plasticidade dos monócitos, estudos sobre sua biologia e 

heterogeneidade populacional, em várias espécies, foram realizados e culminaram na divisão 

em subpopulações baseada em variações fenotípicas quanto à expressão de receptores de 

superfície. 

Os monócitos clássicos, CD14hiCD16- e Gr1+, descritos para humanos e camundongos   

respectivamente, expressam moléculas de superfície como CCR2, CD62L, baixos níveis de 

CX3CR1, receptor de fractalquina, e tem sido considerados a principal fonte de citocinas  

inflamatórias, tais como TNF-α e IL-1, estando assim relacionados a  processos  inflamatórios   

(Geissmann et al., 2003; Serbina et. al., 2006; Strauss-Ayali et al., 2007; Sunderkotter et al., 

2004). Foi demonstrado, em modelo experimental, que monócitos inflamatórios seriam as 

primeiras células a chegar ao sítio de infecção. Nesse estudo também foi demonstrado que o 

recrutamento de monócitos inflamatórios para o sítio da infecção foi dependente de CCL2, 

principal citocina apontada no recrutamento de monócitos (Goncalves et al., 2011). 

Camundongos deficientes em CCR2 apresentam menor migração de monócitos para o sítio 

da infecção, com consequente diminuição na capacidade de controle da doença. Em 2006, 

Serbina e colaboradores demonstraram a migração de monócitos clássicos para o sítio da 

infecção e sua diferenciação em células produtoras de TNF-α e NO, na infecção de 

camundongos com Listeria monocitogenes. Estudo envolvendo modelo experimental, com 

infecção por Leishmania major, observou que grande parte das células recrutadas, para o 

sítio da infecção, eram células de linhagem mielóide, especificamente monócitos 
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inflamatórios com alta expressão de moléculas como MHC-II, ROS e iNOS (Glennie et. al., 

2017). 

Estudos tem desmonstrado monócitos inflamatórios como importantes mediadores de 

proteção contra infecções virais (Aldridge et al., 2009; Lim et al., 2011), bacterianas 

(Moyat et al., 2015; Peters et al., 2001; Serbina et al.,  2003), fúngicas (Hohl et al., 2009;  

Osterholzer et al., 2009) e parasitárias (Robben et al., 2005; Strauss-Ayali et al., 2007; León et 

al., 2007) e correlacionados com a clínica de pacientes em doenças  como  malária  

(Antonelli et al., 2014), doença crônica cardiovascular infantil (Rogacev et al., 2011), na 

doença de Kawasaki (Katayama et al., 2000), na artrite reumatoide (Walter et al., 2013) e na 

doença de Crohn (Grip et al., 2007). 

A população não clássica de monócitos humanos (CD14loCD16hi) e de camundongos (Gr1-), 

também conhecida como “Patrulhadores”, expressa altos níveis de CX3CR, entretanto não 

expressa CCR2. Estudos têm os associados à baixa produção de TNF-α e alta produção de IL-

10 (Cros et al., 2010; Skrzeczyska-Moncznik et al., 2008; Strauss-Ayali et al., 2007). Auffray 

e colaboradores (2009) demonstraram, em infecção por Listeria monocitogenes, que 

monócitos realizam o patrulhamento dos vasos e, através de quimiocinas e moléculas 

como CX3CR1 e CD11a, realizam a transmigração pelo endotélio, chegando antes de 

outras células ao local da infecção. 

Recente trabalho do nosso grupo de pesquisa, dados não publicados, realizado por Barbosa 

(2013), descreveu a caracterização fenotípica e funcional de monócitos do sangue periférico 

de cães não infectados e naturalmente infectados por Leishmania infantum, classificando 

monócitos caninos em subpopulações: uma população de monócitos, com alta expressão de 

CD14 (CD14high), que possuem maior expressão de marcadores relacionados à monócitos  

ativados e de perfil pró-inflamatório como já descritos em outras espécies como MHC-II,  

CD11c, CD44, CD62L (Egan et al., 2013; Strauss-Ayali et al., 2007) e por isso nomeados   

monócitos clássicos. E outra população com baixa expressão de CD14 (CD14low), 

apresentando menor expressão desses marcadores, denominada monócitos não clássicos.   

Na defesa contra a Leishmania, os monócitos e macráfagos desempenham um papel 

importante na fagocitose de promastigotas, visto que, todas as espécies de Leishmania 

parasitam o SFM do hospedeiro. Como primeira resposta ao contato com o protozoário, 

estas células estimulam a produção de IL-12 (Gorak; Engwerda; Kaye, 1998) e indução 

de IFN- e TNF por células T h1 necessário para a atividade efetora dos monócitos 
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macrófagos (Belkaid; Butcher; Sacks, 1998; D&Apos; Oliveira et al., 2002). A ação de 

IFN- e TNF aumenta a atividade produzida dos macrófagos infectados induzindo potencial 

leishmanicida por estimular a síntese de iNOS (óxido nítrico síntese induzível) e ROS 

(espécies reativas de oxigênio), moléculas tóxicas capazes de eliminar o parasito (Liew, 

2002; Nathan et al., 1991). 

 

1.3  Moléculas Solúveis 

A maioria das proteínas do organismo possui sua forma em estado solúvel que pode ser 

proveniente de sua clivagem. Moléculas solúveis são descritas na literatura de forma pontual 

e pouco compreendida, acredita-se em seu importante papel por conferir atividade de 

sinalização a células que não expressam receptores de membrana para sua ativação no 

combate contra patógenos. Algumas dessas moléculas têm sido estudadas sendo 

correlacionadas e caracterizadas como biomarcadores sorológicos de diagnóstico e 

prognóstico em doenças diversas. CD23 solúvel (sCD23), por exemplo, tem sido empregado 

no diagnóstico de doenças como linfoma não-Hodgking cerebral, neurotoxoplasmoses, 

demência (Bossolasco et al., 2001), malária cerebral (Nacher et al., 2002), alergia alimentar  

(Li et al., 2006) e artrite (Rambert et al., 2009) e no prognóstico de adenocarcinoma 

pancreático, quando associado à dosagem de IgE (Fu et al., 2008). Estudos demonstraram que 

outra molécula solúvel, o CD40L, é um poderoso marcador bioquímico na atividade 

inflamatória trombótica em pacientes com síndromes coronárias agudas (Bilgir et al., 2012; 

Heeschen et al., 2003), associado a doenças degenerativas como Alzheimer (Own; Tan; 

Mullan, 2001) e câncer (Huang et al., 2012). Franzmann et al., 2005 avaliaram o papel da 

CD44 solúvel (sCD44) na saliva e o caracterizaram como um potencial marcador molecular 

para câncer de cabeça e pescoço e concluíram que o exame pode ser efetivo para detectar 

esse tipo de câncer em todos os estágios. 

Moléculas de MHC-II solúveis (sMHCII) foram observadas por Calne e colaboradores 

(1967) em estudo com fígado de porcos transplantados (Pfeiffer et al., 2000; Puppo et al., 

1997). sMHC-II estão presentes em fluidos corporais de indivíduos saudáveis e estão 

envolvidas na manutenção da auto-tolerância e também relacionadas ao funcionamento 

saudável do sistema nervoso central (Aultman et al., 1999; Schwartz; Ziv, 2008). Alterações 

das concentrações fisiológicas de MHC solúvel (sMHC) tem papel fundamental e foram 

registradas em numerosas condições patológicas, como encefalite viral, AIDS (Aultman et 
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al., 1999), artrite reumatoide (Verbruggen et al., 2002; Wolf et al., 1998), gravidez 

patológica (Pfeiffer et al., 2000; Steinborn et al., 2003), asma (Rizzo et al., 2005), hepatite 

C e uveíte crônica e aguda (Heiligenhaus et al., 2004). 

A molécula de CD14 solúvel (sCD14) têm sido descritas como marcador de diagnóstico e 

prognóstico. Trabalhos tem demonstrado correlação entre altos índices da molécula no soro 

de pacientes com periodontite (Hayashi et al., 1999), tuberculose (Hoheisel et al., 1995),  

brucelose  (Ayaslioglu et al., 2005), sépse  (Landmann et al., 1995; Hiki et al., 1998),  poli-

traumatizados (Krüger et al., 1991), em doenças autoimunes sistêmicas (Nockher et al., 

1994), em condicções inflamatórias como na doença de Kawasaki (Takeshita et al., 2000),  na 

dermatite atópica  (Wüthrich et al., 1992; Thijs et al., 2017), na artrite reumatoide (Yu et 

al., 1998), em doenças do fígado (Oesterreicher et al., 1995), em pacientes com esclerose 

múltipla (Lutterotti et al., 2006), HIV positivos (Nockher et al., 1994), em pacientes com 

malária (Wenisch et al., 1996) e pacientes  com leishmaniose visceral humana (Dos Santos et 

al., 2016). 

CD14 é uma glicoproteína de superfície celular expressa principalmente em células de 

resposta imune inata, como monócitos, macrófagos, neutrófilos e células B; que reconhece 

ligantes na superfície celular de bactérias gram-negativas e gram-positivas servindo como um 

receptor de alta afinidade para LPS (lipopolissacarídeos). 

Além de presente na membrana (mCD14), CD14 também é encontrado em um estado 

circulante solúvel (sCD14) (Durieux et al., 1994; Bufler et al., 1995). Há duas possíveis 

origens para o sCD14, a primeira seria pela liberação da célula como um precursor, antes 

da ancoragem na membrana, de tamanho semelhante ao de membrana (54kDa) ou então por 

clivagem proteolítica através da ação de enzimas que atuariam na âncora de GPI, dando 

origem a uma forma menor (49kDa) (Ziegler-Heitbrock et al., 1993). A forma solúvel da 

molécula pode ser encontrada no plasma, soro, sobrenadante de cultura celular inclusive. 

Estudos tem demonstrado sua presença, em altas concentrações no leite materno, também 

podendo proteger contra o desenvolvimento de alergias (Landmann et al., 1995; Savilahti et 

al., 2005). O papel exato do CD14 em situações fisiológicas e patológicas não está bem 

definido, porém sabe-se da sua importância em células que não expressam mCD14 tais 

como mucosa gengival e células epiteliais da bexiga e cólon (Uehara et al., 2001). Além 

disso, estudo demonstrou a participação da molécula na inibição da ativação dos macrófagos 

diminuindo a resposta inflamatória (Glück et al., 2001). 
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É sabido que na LVC a alteração no número de determinados tipos celulares ocorre 

devido ao estímulo imune originado no local da infecção, além de que alterações podem 

ocorrer também devido ao parasitismo medular que induz a diminuição da produção de 

algumas células.  

Estudos têm demonstrado alterações em parâmetros hematológicos e bioquímicos de cães 

com leishmaniose nos quais cães sintomáticos, em geral, apresentam intensa leucopenia, 

linfocitopenia, neutrofilia, monocitopenia e trombocitopenia em relação aos cães 

assintomáticos (Alvar et al., 2004; Amusategui et al., 2003; Baneth et al., 2008; 

Ciaramella et al., 2005; Guerra et al., 2009; Reis et al., 2006a, 2006b). Também é observada 

hiperproteinemia, devido a maior produção de  anticorpos específicos (Ferrer, 1992; Ikeda-

Garcia et al., 2007; Koutinas et al., 1999), além da inversão do quociente albuminas 

globulinas de acordo com a progressão clínica do animal (Keenan et al., 1984; Reis et al., 

2006b). Outros pesquisadores observaram alterações nas enzimas hepáticas, aspartato 

aminotransferase e alanina aminotransferase, além dos níveis de ureia (Abreu-Silva et al., 

2008; Freitas et al., 2012). 

Trabalho do nosso grupo de pesquisa Goncalves e colaboradores (2011) descreveram o 

importante papel de monócitos inflamatórios durante a infecção por L. major, em 

camundongos, que envolve a participação de plaquetas e a rápida migração de monócitos 

para o local da infecção onde são capazes de matar os parasitos. Foi possível observar 

que durante a ativação destas células pela Leishmania, o número e frequência de 

monócitos no sangue aumentavam. Martins (2016), dados recentes não publicados, 

demonstraram, q ue o aumento da frequência e número de monócitos no sangue está 

diretamente relacionado à lesão da pata em camundongos experimentalmente infectados 

com L. major. Em 2013 Barbosa, dados não publicados, realizou a caracterização de 

monócitos caninos de cães naturalmente infectados por L. infantum, através da citometria de 

fluxo, demonstrando aumento na frequência destas células em cães sintomáticos, quando 

comparados a cães assintomáticos ou não infectados. 

Devido à ausência de parâmetros laboratoriais pouco invasivos indicativos de prognóstico no 

tratamento da LVC, o entendimento, a identificação e caracterização do comportamento 

de células sanguíneas tanto nas fases iniciais quanto no curso da infecção ou durante o 

tratamento, poderia ser de grande importância para melhor acompanhamento de animais 

tratados ou com recidivas. A alterações na frequência, número absoluto ou fenótipo das 
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células leucocitárias pode representar importante método de prognóstico de evolução da 

doença e do seu tratamento atuando como biomarcadores a fim de melhorar a abordagem 

terapêutica. Além disso, o uso de células sanguíneas é um meio pouco invasivo, rápido, 

barato, eficaz e já realizado na conduta para acompanhamento da doença em animais tratados 

ou não.  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3 CAPÍTULO 1:    

                                                                                             ESTUDO RETROSPECTIVO
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3.1 Objetivo geral 

Analisar fatores clínicos e laboratoriais para a identificação de parâmetros hematológicos, 

como marcadores biológicos, em cães naturalmente infectados, por Leishmania infantum, 

submetidos a um protocolo terapêutico a fim de utilizar estes dados na predição de 

prognóstico e conduta terapêutica. 

 

3.2 Objetivos específicos 

3.2.1 Avaliar os prontuários contendo os parâmetros clínicos descritos, antes e após a 

administração da conduta terapêutica; 

3.2.2 Avaliar os prontuários contendo exames do perfil hematológico: hemograma 

completo com série vermelha, plaquetas e leucograma completo antes e após a administração 

da conduta terapêutica; 

3.2.3 Avaliar os prontuários contendo exames do perfil bioquímico: Proteinas totais, 

albumina, globulinas, uréia e creatinina séricas antes e após a administração da conduta 

terapêutica; 

3.2.4 Correlacionar condição clínica e os resultados dos exames laboratoriais. 
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3.3   Material e Métodos 

3.3.1 Seleção da amostra 

A partir do acesso ao banco de dados do Santo Agostinho Hospital Veterinário, Software 

DoctorVet®, foi realizado levantamento de prontuários de cães soropositivos. Todos os 

dados destes prontuários foram consultados e então selecionados os animais que 

participaram deste estudo. 

 

3.3.2 Critério de Inclusão 

Foram incluídos no estudo 45 cães atendidos pelo Santo Agostinho Hospital Veterinário, 

naturalmente infectados por L. infantum, sintomáticos, de ambos os sexos, idade e raça 

variadas, que obtiveram resultado positivo para LVC em pelo menos um dos exames que   

confirma a infecção através de métodos sorológicos e/ou e que foram submetidos ao 

protocolo terapeutico para tratamento de LVC com imunoterapia vacinal, Leish-Tec®, e que 

são mantidos em uso constante de alopurinol, na dose de 10-20mg/kg a cada 12 horas. 

 

3.3.3 Análise dos Prontuários 

Foram recolhidas dos prontuários informações sobre a condição clínica; os resultados dos 

exames parasitológicos .diretos, como esfregaços de aspirado de medula óssea, e imuno-

histoquímica de fragmento da face interna da orelha do cão, obtida a partir de biópsia; o 

perfil sorológico, que consistiu na diluição reativa final da RIFI e resultado de teste de 

Elisa; e aos exames laboratoriais, como hemograma completo e o perfil renal do paciente, a 

partir de dosagens de uréia e creatinina séricas e do perfil de proteínas séricas. Estes dados 

foram selecionados de forma temporal considerando o estado clínico e laboratorial dos 

animais no momento que precedeu o inicio da administração do protocolo terapeutico, 

chamado de “Antes” e no período de 180 dias após a última administração do protocolo 

terapeutico, denominado “Depois”. 
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3.3.4 Análises Estatísticas 

 Os resultados foram submetidos à análise estatística pelos testes que mais se aplicaram a 

cada caso com o auxílio do software GraphPad Prism 5 (Prism Software, Irvine, CA, 

USA).  

Para confirmar os padrões de normalidade foi utilizado o teste de Kolmogorov-Smirnov. 

Resultados que assumiram distribuição normal foram analisados por Teste t de Student 

Pareado. Os dados foram expressos por média e as diferenças foram consideradas 

significativas quando valores de p<0.05. Para resultados que assumiram distribuição não 

paramétrica, foi realizado o teste de Wilcoxon para comparação entre os grupos.  

Os dados foram expressos por mediana e as diferenças foram consideradas significativas 

quando valores de p<0.05.  

Foram utilizados os testes de Fisher's e Qui-quadrado para análise de contingência e 

coeficiente de Spearman para todos os dados. 
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3.4  Resultados 

3.4.1 Avaliação dos aspectos clínicos 

A análise dos prontuários, descrevendo aspectos clínicos antes e após a conduta terapêutica, 

foi realizada e os dados demonstraram as alterações clínicas apresentadas na Figura 1, como  

esplenomegalia, palidez de mucosa, onicogrifose,  dermatite, linfadenopatia, lesões de pele e 

aplopecia. Foi observada melhora dos sinais clínicos após a administração do protocolo 

terapêuti 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1: Frequência (%) dos sinais clínicos apresentados por cães infectados sintomáticos, 

antes e depois da administração do protocolo terapêutico. 
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3.4.2  Análise dos Exames Laboratoriais 

3.4.2.1 Análise Hematológica 

3.4.2.1.1  Eritrograma 

A análise do hemograma revelou aumento significativo dos valores do hematócrito (Figura 

2A), hemoglobina (Figura 2B) e de eritrócitos (Figura 2C) após a última administração do 

protocolo terapêutico quando comparado ao inicio do tratamento. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2: Parâmetros eritrocitários: (A) hematócrito, (B) hemoglobina e (C) eritrócitos de 

cães infectados sintomáticos antes e depois a última administração do protocolo terapêutico. 

As diferenças significativas (p<0.05) estão indicadas pelas linhas conectoras. A área 

pontilhada representa o intervalo de referência, para cães, utilizada pelo Santo Agostinho 

Hospital Veterinário. 
 

 

3.4.2.1.2  Leucograma 

A análise dos dados do leucograma revelou diminuição significativa no número de 

leucócitos totais (Figura 3A), na frequência de linfócitos (Figura 3F) e monócitos (Figura 

3H); e no número absoluto de neutrófilos (Figura 3C), linfócitos (Figura 3G) e monócitos 

(Figura 3I).  Por outro lado, foi observado aumento significativo na frequência (Figura 3D) 

e número absoluto (Figura 3E) de eosinófilos e na contagem de plaquetas (Figura 3J) após a 

última administração do protocolo terapêutico quando comparado ao inicio do tratamento. 
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Figura 3: Contagem global, diferencial e da frequência do sangue periférico de (A) 

leucócitos, (B e C) neutrófilos, (D e E) eosinófilos, (F e G) linfócitos, (H e I) monócitos e (J) 

plaquetas  de cães infectados sintomáticos antes e depois a última administração do protocolo 

terapêutico. As diferenças significativas (p<0.05) estão indicadas pelas linhas conectoras. A 

área pontilhada representa o intervalo de referência, para cães, utilizada pelo Santo Agostinho 

Hospital Veterinário.  

 

Ao observar diminuição, significativa, na frequência e no número absoluto de monócitos, 

concordando com os achados de Barbosa (2013) e Martins (2017), traçamos como objetivo 

verificar se a redução dessas células, após a administração do protocolo terapêutico, seria 

proveniente dos mesmos cães antes da administração do protocolo terapêutico.  
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A análise dos dados confirmou, significativamente, que os cães que tiveram decaimento de 

monócitos obtiveram sua frequência (Figura 4A) e número absoluto (Figura 4B) maiores 

anteriormente à administração do protocolo terapêutico. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4: Análise da frequência (A) e número absoluto (B) de monócitos de cães infectados 

sintomáticos antes e depois a última administração do protocolo terapêutico. As diferenças 

significativas (p<0.05) estão indicadas pelas linhas conectoras. A área pontilhada representa o 

intervalo de referência, para cães, utilizada pelo Santo Agostinho Hospital Veterinário.  

 

3.4.2.2 Análise do Perfil Bioquímico 

O perfil bioquímico é considerado de grande importância na conduta veterinária. Valores de 

globulinas, relação A/G (albumina e globulinas), uréia e creatinina séricas já são utilizados na 

prática veterinária como parâmetros de prognóstico na avaliação dos animais durante a 

conduta terapêutica. 

3.4.2.2.1 Proteínas totais, albumina, globulinas e relação albumina e 

globulinas séricas 

A avaliação dos resultados do perfil bioquímico dos cães, após a administração do protocolo 

terapeutico, não demonstrou alterações significativas na quantificação de proteínas totais 

(Figura 5A). Entretanto, foi observado aumento significativo nos valores de albumina (Figura 

5B) e diminuição significativa dos valores de globulinas séricas (Figura 5C) concordando 

com o aumento significativo nos valores da relação albumina globulinas (Figura 5D).  
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Figura 5: Níveis séricos de (A) proteínas totais, (B) albumina, (C) globulinas e (D) relação 

albumina globulinas de cães infectados sintomáticos antes e depois a última administração do 

protocolo terapêutico. As diferenças significativas (p<0.05) estão indicadas pelas linhas 

conectoras. A área pontilhada representa o intervalo de referência, para cães, utilizada pelo 

Santo Agostinho Hospital Veterinário.  
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3.4.2.2.2 Ureia e creatinina séricas 

A avaliação dos resultados demonstrou diminuição significativa dos níveis de ureia (Figura 

6A) e creatinina (Figura 6B) séricas após a administração do protocolo terapeutico. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6: Níveis séricos de ureia (A) e creatinina (B) de cães infectados sintomáticos antes e 

depois a última administração do protocolo terapêutico. As diferenças significativas (p<0.05) 

estão indicadas pelas linhas conectoras. A área pontilhada representa o intervalo de referência, 

para cães, utilizada pelo Santo Agostinho Hospital Veterinário 

 

Diante dos resultados obtidos verificamos se haveria correlação entre a alteração do número 

absoluto de monócitos e parâmetros de prognóstico já utilizados na prática veterinária. Desse 

modo, a diminuição do número absoluto de monócitos foi correlacionada a fatores   

hematológicos, como o global de leucócitos totais e a fatores bioquímicos como proteínas 

totais, albumina, globulinas, fração albumina globulinas, ureia e creatinina séricas. 

Dentre os aspectos relacionados foi obervada correlação positiva entre o número de leucócitos 

totais e monócitos (p<0.001; r=0.5413) (Figura 7A) e ureia e monócitos (p<0.05; r=0.2845) 

(Figura 7F). 
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Figura 7: Correlação entre o número absoluto de monócitos e (A) global de leucócitos, (B) 

proteínas totais, níveis sériocos de (C) albumina, (D) globulinas, (E) fração albumina/ 

globulinas, (F) ureia e (G) creatinina séricas de cães infectados sintomáticos antes e depois a 

última administração do protocolo terapêutico. As diferenças significativas p<0.05. 
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MONÓCITOS
GLOBULINAS

TOTAL
AUMENTOU DIMINUIU

AUMENTOU 11 0 11

DIMINUIU 0 34 34

TOTAL 11 34 45

MONÓCITOS
AVALIAÇÃO CLÍNICA

TOTAL
MELHOROU PIOROU

AUMENTOU 0 11 11

DIMINUIU 34 0 34

TOTAL 34 11 45

 

Mesmo que não tenha sido demonstrada correlação significativa entre o número absoluto de 

monócitos e os níveis de globulinas foi observado, significativamente (p<0.0001), que 100% 

dos cães que obtiveram queda no número absoluto de monócitos, após a administração do 

protocolo terapêutico, também obtiveram queda nos níveis de globulinas séricas (Tabela 2). 

 

Tabela 2: Associação entre o número absoluto de monócitos e os níveis de gloubulinas 

séricas de cães infectados sintomáticos antes e depois a última administração do protocolo 

terapêutico (Fischer´s p<0.0001). 

 

 

 

 

 

Verificamos se haveria correlação entre a alteração do número absoluto de monócitos e o 

status clínico do animal após a administração do protocolo terapêutico. Nossos resultados 

demonstraram, significativamente (p<0.0001), que 100% dos cães que obtiveram melhora 

clínica também demonstraram queda dos números absolutos de monócitos, após a 

administração do protocolo terapêutico, como apresentado na Tabela 3. 

 

Tabela 3: Associação do número absoluto de monócitos com o status clínico de cães 

infectados sintomáticos antes e depois a última administração do protocolo terapêutico 

(Fischer´s p<0.0001). 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4 CAPÍTULO 2:    

                                                                                                  ESTUDO PROSPECTIVO 
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4.1 Objetivo geral 

Analisar fatores clínicos e laboratoriais para a identificação de parâmetros hematológicos, 

como marcadores biológicos, em cães naturalmente infectados, por Leishmania infantum, 

submetidos a protocolo terapêutico a fim de utilizar estes dados na predição de prognóstico e 

conduta terapêutica. 

 

4.2 Objetivos específicos 

4.2.1 Avaliar parâmetros clínicos dos animais, descritos nos prontuários, antes e após a 

administração da conduta terapêutica; 

4.2.2 Avaliar o perfil hematológico: hemograma completo com série vermelha, 

plaquetas e leucograma completo antes e após a administração da conduta terapêutica; 

4.2.3 Avaliar os prontuários contendo exames do perfil bioquímico: Proteinas totais, 

albumina, globulinas, uréia e creatinina séricas antes e após a administração da conduta 

terapêutica; 

4.2.4 Avaliar quantitativamente e qualitativamente, por citometria de fluxo, as 

subpopulações de monócitos, baseados na expressão de CD14, do sangue periférico; 

4.2.5 Correlacionar condição clínica com os resultados dos exames laboratoriais. 
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4.3 Material e Métodos 

    4.3.1 Comitê de Ética 

Esse trabalho foi aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) da 

Universidade Federal de Minas Gerais com protocolo 199/2013 (ANEXO A). 

     4.3.2 Seleção da amostra 

         4.3.2.1 Critérios de inclusão 

Foram incluídos no estudo 12 cães, naturalmente infectados por L. infantum, sintomáticos, de 

sexo, idade e raça variados, que obtiveram primeiro resultado positivo para LVC em pelo 

menos um dos exames que confirma a infecção, através de métodos sorológicos (teste  

imunocromatografico ou Elisa  Idexx e RIFI) e molecular (PCR) que foram submetidos ao 

primeiro tratamento com protocolo terapeutico para LVC com imunoterapia vacinal, Leish-

Tec®, e que são mantidos em uso constante de Alopurinol, na dose de 10-20mg/kg a cada 12 

horas. 

Todos os dados foram selecionados de forma temporal considerando o estado clínico e 

laboratorial dos animais no momento que precedeu o inicio da administração do protocolo   

terapeutico, chamado de “Antes” e no momento após a última administração do protocolo 

terapeutico. 42 dias após o início do protocolo, que foi nomeado “Depois”. 

 

     4.3.3 Anuência do proprietário 

Após a avaliação clínica, laboratorial e confirmação da soropositividade dos animais foi 

agendada uma entrevista com o proprietário de cada cão selecionado. Na entrevista os 

proprietários foram informados dos objetivos do projeto e foi solicitada sua concordância para 

a utilização dos dados dos exames clínicos e laboratoriais de cada cão.  Esta autorização foi 

obtida com a assinatura, do proprietário, em um termo de anuência (ANEXO B). 

 

    4.3.4 Exame clínico 

Todos os procedimentos foram conduzidos no Santo Agostinho Hospital Veterinário, 

localizado no bairro Santo Agostinho, Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil.  
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Os animais selecionados passaram inicialmente por exame físico e os sinais clínicos foram 

registrados em ficha de avaliação individual. 

 

    4.3.5 Coleta de materiais biológicos 

Após o exame clínico, os animais foram encaminhados para coleta de materiais biológicos 

para realização de exames hematológicos (hemograma, níveis séricos de ureia, creatinina, 

proteínas séricas totais, albumina e fração albumina/globulinas); sorológicos (teste  de  Elisa  

Idexx, RIFI e Elisa) e parasitológico (PCR de pele e medula óssea) com a finalidade de 

confirmar a infecção por L. infantum. 

 

        4.3.5.1 Coleta de sangue 

Amostras de sangue periférico foram coletados de cada animal, 10mL, através de venopunção 

jugular após tricotromia e antissepsia local, com o auxílio de uma seringa descartável estéril 

com agulha descartável estéril de calibre 21G1 (0.80mm x 25mm) da marca BD®. Após a 

coleta, 2mL do sangue foram transferidos para um tubo contendo ácido etilenodiamino tetra-

acético (EDTA), o qual foi homogeneizado por meio de movimento de inversão do frasco 10 

vezes conforme indicação do fabricante do aparelho processador e destinado ao laboratório de 

patologia clínica, do Santo Agostinho Hospital Veterinário, para realização do  hemograma  e 

de testes bioquímicos. 

 O restante do material utilizado para realização do hemograma e análise bioquímica foi 

enviado ao laboratório do Departamento de Patologia Geral, ICB/UFMG, para realização das 

técnicas de Citometria de Fluxo, para marcação de CD14 nas células do sangue e ELISA 

sanduiche para detecção de moléculas solúveis no soro. Para a realização de exames 

sorológicos de imunocromatografia, ELISA e RIFI 4mL da amostra sanguínea foram   

armazenados em tubo para coleta de soro e encaminhados para o Laboratório de 

Leishhmanioses do Departamento de Parasitologia, ICB/UFMG. 
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      4.3.5.2 Biopsia de pele 

A tricotomia e antiassepsia da face interna da orelha foi realizada após aplicação de 4mg/kg, 

por via subcutânea, de cloridrato de lidocaína (Cloridrato de Lidocaína 1%, Hipolabor, Brasil) 

sem vasoconstritor, como anestésico local, na face interna de uma das orelhas. Procedeu-se 

então a retirada de um fragmento da pele com o auxílio de um “punch” de 5mm de diâmetro 

(Punch para Biópsia®, Kolplast ci LTDA, Brasil). O fragmento retirado foi depositado em 

papel filtro estéril para remoção do excesso de sangue. Logo após, o material foi 

acondicionado em tubos eppendorf DNAse e RNAse free   para   realização   da   técnica   de   

qPCR no Laboratório de Leishmanioses do Departamento de Parasitologia do ICB/UFMG. 

 

4.3.5.3 Coleta da medula óssea 

Após tricotomia e antissepsia, a medula óssea foi coletada através de punção do aspirado 

medular, na extremidade anterior do manúbrio.  O conteúdo medular foi aspirado com agulha 

de 1,25mm x 38mm, acoplada a uma seringa de 10mL. O conteúdodo aspirado foi 

armazenado em tubo DNAse e RNAse free e mantidos a -20°C e enviados para a realização 

da qPCR no Laboratório de Leishmanioses do Departamento de Parasitologia do ICB/UFMG. 

 

4.3.6 Testes Sorológicos 

4.3.6.1 - ELISA (Ensaio Imunoenzimático) 

A reação de ELISA é o teste preconizado pelo Ministério da Saúde para a triagens de cães nos 

inquéritos sorológicos do Programa Nacional de   Controle da Leishmaniose Visceral. O 

Laboratório de Leishmanioses do Departamento de Parasitologia, ICB/UFMG   já realiza 

rotineiramente a técnica, para a detecção de anticorpos IgG específicos anti-Leishmania, em 

parceiria com o Santo Agostinho Hospital Veterinário. 

As amostras de soro obtidas foram submetidas ao protocolo de ELISA realizado segundo 

técnica descrita por Voller et al. (1976), com modificações. Os antígenos utilizados foram 

produzidos a partir de formas promastigotas de L. infantum, cepa MHOM/BR/1967/BH46, 

após ruptura por ultra-som a 40ω BRANSON 1510®, Branson Ultrasonics Co., EUA) e 

centrifugação a 1360g (Centrífuga Excelsa Baby II®, FANEM, Brasil) por 10 minutos. Foi 
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dosada a quantidade de proteínas através dos métodos de Lowry (LOWRY et al. 1951), e 

ajustada para 20µg por mililitro em PBS e armazenado em freezer à 20°C em alíquotas, até o 

momento de uso. Foi utilizado como conjugado antiimunoglobulina de cão IgG, marcada com 

Peroxidase VI (Bethyl Lab. Inc., EUA) na diluição 1:2000. O bloqueio dos sítios 

inespecíficos presentes na microplaca foi realizado com adição de solução de PBS-Caseína 

2% (Calbiochem, Alemanha) por 30 minutos. Foram utilizadas microplacas de polietileno 

(Falcon®, BD Lab., EUA) de 96 orifícios e fundo plano. Cada orifício foi sensibilizado com 

2µg de antígeno, diluídos em 100µl de tampão carbonato, constituído de 159mg de Na2CO3 

(Merck, Alemanha) e 293mg de NaHCO3 (Merck, Alemanha), diluídos em 100ml de água 

destilada, durante um período mínimo de 24 horas. Para a realização do teste, o excesso de 

antígeno foi retirado da placa pela lavagem de cada orifício por cinco vezes, com solução de 

lavagem contendo 0,9% (p/v) de cloreto de sódio e 0,05% (v/v) de Tween 20®. A solução 

para bloqueio de sítios inespecíficos contendo 2% (p/v) de caseína (Sigma Aldrich, EUA) em 

PBS foi adicionada na ordem de 150µl por orifício, seguida de incubação por 30 minutos a 

37°C. O excesso de solução de bloqueio foi retirado por duas lavagens sucessivas, com a 

solução de lavagem.  

Os soros a serem testados foram diluídos em tampão de incubação contendo 0,05% (v/v) de 

Tween 20® e 0,25% de caseína (p/v). Foi aplicado 100µl da solução diluída em cada orifício, 

sendo utilizado, para isso, a diluição 1:400. A seguir, o material foi incubado por 45 minutos a 

37°C e a retirada de excesso do soro diluído foi efetuada por uma série de cinco lavagens, 

com a solução de lavagem. Um volume de 100µl de conjugado 70 diluído a seu título foi 

acrescentado a cada orifício. Após nova incubação por 45 minutos a 37°C, o excesso de 

conjugado foi eliminado por nova série de cinco lavagens. Em seguida, 100µl de solução de 

OPD (Sigma Aldrich, EUA) foi adicionada aos orifícios. A reação ocorreu à 37ºC, no escuro, 

durante 10 minutos, e foi interrompida por adição de 25µl de H2SO4 4N (Merck, Alemanha) 

em cada orifício. Em qualquer etapa, após as lavagens, as placas foram secadas por inversão 

sobre papel absorvente. A leitura foi efetuada em leitor de ELISA (Bio-Rad 2550®, EUA), a 

495nm.  
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4.3.6.2 RIFI (Reação de Imunofluorescência Indireta) 

A Reação de Imunofluorescência Indireta (RIFI) foi utilizada para detectar anticorpos anti-

Leishmania. O Laboratório de Leishmanianioses do Departamento de Parasitologia, 

ICB/UFMG já realiza rotineiramente a técnica em parceiria com o Santo Agostinho Hospital 

Veterinário.  A técnica de RIFI foi realizada baseada na técnica descrita por Camargo (1964), 

com modificações. Para a obtenção do título desejado, os soros a serem testados foram 

diluídos na razão dois, a partir de 1:40, em solução tampão fosfato (PBS) constituída de 

850mg de NaCl (Merck, Alemanha), 132mg de NaHPO4 (Merck, Alemanha), 15,6mg de 

NaH2PO4.H2O (Merck, Alemanha), dissolvidos em 100ml de água destilada, com pH ajustado 

para 7.4. Foram colocados 25µl da solução obtida sobre cada região demarcada de uma 

lâmina, na qual foi previamente fixado o antígeno, constituído por formas íntegras de 

promastigotas de L. infantum, cepa MHOM/BR/1967/BH46. Após a incubação das lâminas 

em câmara úmida por 30 minutos em estufa a 37oC, estas foram lavadas com PBS, cobertas 

com o tampão por cinco minutos, lavadas em água destilada e secadas sob ventilação artificial 

(Ventilador Britânia B20, Brasil), e a cada região demarcada da lâmina foi acrescentado 25µl 

do conjugado diluído a seu título em PBS com Tween 2% (v/v) (Tween® 20, Merck, 

Alemanha), acrescido de Azul de Evans 1% (EVANS BLUE®, Sigma Aldrich, EUA). 

O conjugado, constituído   por anti   IgG   de cão, marcado com Isotiocianato de Fluoresceína 

(Bethyl Lab. Inc., EUA) foi diluído na proporção de 1:1500. Seguiram-se nova incubação, 

lavagem e secagem. A lâmina foi, então, coberta com glicerina tamponada e lamínula, e a 

leitura procedida em microscópio de luz ultravioleta (Olympus BX 41®, Japão). Soros 

conhecidamente positivos e negativos foram usados na mesma lâmina como controle da 

reação. 

 

4.3.7 - Testes Parasitológicos  

  4.3.7.1 - Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) 

PCR específico realizado em amostras de pele da ponta da orelha e medula foi utilizado para 

confirmar a positividade dos animais para L. infantum. O Laboratório de Leishmanianioses do 

Departamento de Parasitologia, ICB/UFMG  já realiza rotineiramente a técnica em parceiria 

com o Santo Agostinho Hospital Veterinário. 
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Após a extração do DNA de cada amostra, foi realizada PCR em tempo real. Foi utilizada a 

plataforma ABI PRISM  7300 (Applied Biosystems, Foster City, CA), seguindo o protocolo 

descrito por Nicolas et al. (2002), com algumas modificações nos ciclos, a reação ocorreu da 

seguinte forma: 50º por 2min, 95º por 2min para a desnaturação do DNA, seguidos pela 

amplificação utilizando 40 ciclos de 10s a 95ºC, 10s a 56ºC e 30s a 72ºC e para finalizar o 

ciclo de “melting” dado pela maquina, de 15s a 95ºC, 30s a 60ºC e 15s a 95ºC.  

 

4.3.8 Análise Fenotípica por Citometria de Fluxo 

A comparação entre a frequência de monócitos clássicos e não clássicos, foi realizado antes e 

após a administração do protocolo terapêutico, baseado na expressão de CD14high e CD14low. 

O experimento foi realizado de acordo com o protocolo utilizados por Barbosa et al., 2013.  

Sangue periférico foi coletado em tubos a vácuo contendo K3EDTA. Amostras do sangue 

foram marcadas de acordo com protocolo BD FACSTM Lysing Solution (BD Pharmingen, 

#349202). Em tubos do tipo Falcon, 200μL de sangue total foram incubados com 

concentração de anticorpos previamente tituladas, à temperatura ambiente (20° - 22°C) 

durante 15min ao abrigo da luz. O anticorpo utilizado foi anti-CD14 PerCP-Cy™5.5 (BD 

Pharmingen™). As hemácias foram lisadas e os leucócitos fixados adicionando solução de 

lise (BD FACSTM Lysing Solution), durante 10min. à temperatura ambiente e em seguida as 

amostras foram lavadas duas vezes com PBS e centrifugadas por sete minutos a 1300 rpm, 

ressuspendidas em 300μL de paraformaldeído 2% e transferidas para tubos (1,2mL) para 

citometria de fluxo.  

As aquisições foram realizadas em citômetro de fluxo BD Facs Calibur™ (BD Biosciences) e 

os dados foram obtidos no programa CellQuest (BD Biosciences), em seguida analisados com 

FlowJo v8.8.7 softwares (©Tree Star Inc.). 

 

4.3.9 Detecção de moléculas solúveis por ELISA 

Moléculas, como sCD14, sCD16, sCD11b, sCD18, sCD11a, sCD11c, sMHC-II, sCD80, 

sCD45RO e sCD44 foram detectadas através da técnica de ELISA sanduíche usando   

anticorpos específicos. Os soros dos animais infectados obtidos foram aliquotados e 

armazenado em freezer -80ºC até o momento dos experimentos.   
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O protocolo para a análise dos níveis séricos de moléculas solúveis foi realizado, antes e após 

a administração do o protocolo terapêutico, de acordo com o descrito em Yang et al. (2007). 

Foi dosada a quantidade de proteína através do método de Lowry (Lowry et al. 1951), e 

ajustada para 10µg por mililitro em PBS e armazenado em freezer à 20°C em alíquotas, até o 

momento de uso. Foram utilizadas placas de 96 poços e fundo plano. Cada soro a ser testados 

foi diluído (1:1600) em tampão carbonato e adicionado permanecendo na placa durante um   

período de 24 horas. O bloqueio de sítios inespecíficos foi realizado por solução de PBS-BSA 

1% por 60 minutos a 37°C. Em seguida, o material foi incubado por 120 minutos a 37°C com 

anticorpo primário específico para cada molécula. O excesso foi retirado com a solução de 

lavagem. Logo após, o material foi incubado por 60 minutos a 37°C com anticorpo secundário 

específico e o excesso de conjugado foi eliminado por nova série de lavagens. Em seguidas, 

50µl de solução de OPD (Sigma Aldrich, EUA) foi adicionada aos orifícios. A reação ocorreu 

à 37ºC, no escuro, durante 20 minutos, e foi interrompida por adição de 50µl de H2SO4 4N 

(Merck, Alemanha) em cada orifício. Em qualquer etapa, após as lavagens, as placas foram 

secadas por inversão sobre papel absorvente.  

A leitura foi efetuada em leitor de ELISA (Bio-Rad 2550®, EUA), a 492nm. 

 

4.3.10 Análises Estatísticas 

Os resultados foram submetidos à análise estatística pelos testes que mais se aplicaram a cada 

caso com o auxílio do software GraphPad Prism 5 (Prism Software, Irvine, CA, USA). Para 

confirmar os padrões de normalidade foi utilizado o teste de Kolmogorov-Smirnov. 

Resultados que assumiram distribuição paramétrica foram analisados por Teste t de Student 

Pareado. Os dados foram expressos por média e as diferenças foram consideradas 

significativas quando valores de p<0.05. Para resultados que assumiram distribuição não 

paramétrica, foi realizado o teste de Wilcoxon para comparação entre os grupos. Os dados 

foram expressos por mediana e as diferenças foram consideradas significativas quando 

valores de p<0.05. Foi utilizado teste de Fisher's para análise de contingência e coeficiente de 

Spearman para a análise das correlações. 
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4.4 Resultados 

4.4.1 Avaliação dos aspectos clínicos 

Como no estudo retrospectivo, os aspectos clínicos foram avaliados antes e após a conduta 

terapêutica. A análise dos prontuários demonstrou alterações clínicas, apresentadas na Figura 

9, como perda de massa corporal, esplenomegalia, palidez de mucosa, onicogrifose, 

dermatite, linfadenopatia, lesões de pele e alopecia. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8: Frequência (%) dos sinais clínicos apresentados por cães infectados sintomáticos, 

antes e depois da administração do protocolo terapêutico. 
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4.4.2 Análise dos exames boratorias 

   4.4.2.1 Análise hematológica 

      4.4.2.1.1 Eritrograma 

A análise dos dados do eritrograma não revelou diferenças significativas para os valores de 

hematócrito (Figura 9A), hemoglobina (Figura 9B) e eritrócitos (Figura 9C) após a última 

administração do protocolo terapêutico.  

 

 

 

 

 

 

Figura 9: Parâmetros eritrocitários: (A) hematócrito, (B) hemoglobina e (C) eritrócitos de 

cães infectados sintomáticos antes e depois a última administração do protocolo terapêutico. 

As diferenças significativas (p<0.05) estão indicadas pelas linhas conectoras. A área 

pontilhada representa o intervalo de referência, para cães, utilizada pelo Santo Agostinho 

Hospital Veterinário. 

 

 

4.4.2.1.2 Leucograma 

A análise dos dados do leucograma revelou diminuição significativa no número de 

leucócitos totais (Figura 10A), no número absoluto de neutrófilos (Figura 10C) e na 

frequência e número absoluto de monócitos (Figuras 10H e 10I). Também foi observado 

aumento significativo na contagem de plaquetas (Figura 10J) após a última administração do 

protocolo terapêutico.  
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Figura 10: Contagem global, diferencial e da frequência do sangue periférico de (A) 

leucócitos, (B e C) neutrófilos, (D e E) eosinófilos, (F e G) linfócitos, (H e I) monócitos e (J) 

plaquetas de cães infectados sintomáticos antes e depois a última administração do protocolo 

terapêutico. As diferenças significativas (p<0.05) estão indicadas pelas linhas conectoras. A 

área pontilhada representa o intervalo de referência, para cães, utilizada pelo Santo Agostinho 

Hospital Veterinário. 

 

No estudo retrospectivo também foi observada diminuição significativa na frequência e 

número absoluto de monócitos. Dessa forma, seguindo o mesmo perfil do estudo retrospectico 

verificamos se o decrescimento de monócitos, após a administração do protocolo terapêutico, 

seria referente aos mesmos cães no tempo anterior ao tratamento. A análise dos dados 

confirmou, significativamente, que o decaimento da frequência e número absoluto de 

monócitos provinha dos mesmos cães que obtiveram sua frequência e número absoluto de 
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monócitos maior anteriormente à administração do protocolo terapêutico, como demonstrado 

na Figura 11. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11: Análise da frequência (A) e número absoluto (B) de monócitos de cães infectados 

sintomáticos antes e depois a última administração do protocolo terapêutico. As diferenças 

significativas (p<0.05) estão indicadas pelas linhas conectoras. A área pontilhada representa o 

intervalo de referência, para cães, utilizada pelo Santo Agostinho Hospital Veterinário. 

 

4.4.2.2 Análise do perfil bioquímico 

   4.4.2.2.1 Proteínas totais, albumina, globulinas e relação albumina e globulinas 

séricas 

A avaliação do perfil bioquímico dos cães, após a administração do protocolo terapêutico, não 

demonstrou alterações significativas na quantificação de proteínas totais (Figura 12A), 

albumina (Figura 12B), globulinas (Figura 12C) e da relação albuminaglobulinas (Figura 

12D). 
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Figura 12: Níveis séricos de (A) proteínas totais, (B) albumina, (C) globulinas e (D) 

relação albumina globulinas de cães infectados sintomáticos antes e depois a última 

administração do protocolo terapêutico. As diferenças significativas (p<0.05) estão 

indicadas pelas linhas conectoras. A área pontilhada representa o intervalo de referência, 

para cães, utilizada pelo Santo Agostinho Hospital Veterinário 
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 4.4.2.2.2 Ureia e creatinina séricas 

A avaliação dos parâmetros bioquímicos não demonstrou alterações significativas para níveis 

de ureia (Figura 14A) e creatinina (Figura 14B) séricas após a administração do protocolo 

terapêutico. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13: Níveis séricos de ureia (A) e creatinina (B) de cães infectados sintomáticos antes e 

depois a última administração do protocolo terapêutico. As diferenças significativas (p<0.05) 

estão indicadas pelas linhas conectoras. A área pontilhada representa o intervalo de referência, 

para cães, utilizada pelo Santo Agostinho Hospital Veterinário 

 

Como foi realizado no estudo retrospectivo, verificamos se haveria correlação entre a 

alteração do número absoluto de monócitos e de parâmetros de melhora clínica já 

estabelecidos na prática veterinária. Desse modo, a diminuição do número absoluto de 

monócitos foi correlacionada a fatores hematológicos, como a global de leucócitos totais e a 

fatores bioquímicos como proteínas totais, albumina, globulinas, fração albumina globulinas, 

ureia e creatinina séricas. Dentre os aspectos relacionados somente foi obervada correlação 

positiva entre o número de leucócitos totais e monócitos (p<0.05; r=0.6504) (Figura 14A). 

 

 

 

 



 
 

60 
 

0 5 .0 1 0 0 2 1 .0 1 0 0 3 1 .5 1 0 0 3

0

1 1 0 0 4

2 1 0 0 4

3 1 0 0 4

4 1 0 0 4

p < 0 .0 5

r= 0 .6 5 0 4

M o n ó c ito s /m m
3

G
lo

b
a

l 
d

e
 L

e
u

c
ó

c
it

o
s

/m
m

3

0 5 .0 1 0 0 2 1 .0 1 0 0 3 1 .5 1 0 0 3

0

5

1 0

1 5

2 0

M o n ó c ito s /m m
3

P
r
o

te
ín

a
s

 T
o

ta
is

 (
g

/d
L

)

0 5 .0 1 0 0 2 1 .0 1 0 0 3 1 .5 1 0 0 3

2 .0

2 .5

3 .0

3 .5

4 .0

M o n ó c ito s /m m
3

A
lb

u
m

in
a

 (
g

/d
L

)

0 5 .0 1 0 0 2 1 .0 1 0 0 3 1 .5 1 0 0 3

0

2

4

6

8

1 0

M o n ó c ito s /m m
3

G
lo

b
u

li
n

a
s

 (
g

/d
L

)

0 5 .0 1 0 0 2 1 .0 1 0 0 3 1 .5 1 0 0 3

0 .0

0 .5

1 .0

1 .5

M o n ó c ito s /m m
3

A
lb

u
m

in
a

/G
lo

b
u

li
n

a
s

 (
g

/d
L

)

0 5 .0 1 0 0 2 1 .0 1 0 0 3 1 .5 1 0 0 3

0

2 0

4 0

6 0

8 0

1 0 0

M o n ó c ito s /m m
3

U
r
e

ia
 (

m
g

/d
L

)

0 5 .0 1 0 0 2 1 .0 1 0 0 3 1 .5 1 0 0 3

0

1

1

2

2

3

M o n ó c ito s /m m
3

C
r
e

a
ti

n
in

a
 (

m
g

/d
L

)

BA

DC

E

GF

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14: Correlação entre o número absoluto de monócitos e (A) global de leucócitos, (B) 

proteínas totais, (C) albumina, (D) globulinas, (E) fração albuminas globulinas, (F) ureia e (G) 

creatinina séricas de cães infectados sintomáticos antes e depois a última administração do 

protocolo terapêutico. Diferenças significativas (p<0.05). 
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MONÓCITOS
GLOBULINAS

TOTAL
AUMENTOU DIMINUIU

AUMENTOU 3 0 3

DIMINUIU 0 9 9

TOTAL 3 9 12

MONÓCITOS
AVALIAÇÃO CLÍNICA

TOTAL
MELHOROU PIOROU

AUMENTOU 0 3 3

DIMINUIU 9 0 9

TOTAL 9 3 12

Do mesmo modo, como no estudo retrospectivo, foi observado cães que obtiveram queda nos 

números absolutos de monócitos, após a administração do protocolo terapêutico, também 

obtiveram queda nos níveis de globulinas séricas (Tabela 4). 

Tabela 4: Associação entre o número absoluto de monócitos e resultados de gloubulinas 

séricas de cães infectados sintomáticos antes e depois a última administração do protocolo 

terapêutico (Fischer´s p<0.05). 

 

 

 

 

 

Em relação à alteração no número absoluto de monócitos e o status clínico dos animais, após 

administração do protocolo terapêutico, nossos resultados demonstraram, assim como no 

estudo retrospectivo, que os cães que obtiveram melhora clínica também demonstraram queda 

nos números absolutos de monócitos após a administração do protocolo terapêutico, como 

apresentado na Tabela 5. 

 

Tabela 5: Associação entre o número absoluto de monócitos com o status clínico de cães 

infectados sintomáticos antes e depois a última administração do protocolo terapêutico 

(Fischer´s p<0.05). 
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4.4.3 Citometria de Fluxo 

A análise da frequência de células CD14+ em cães infectados com L. infantum, antes e após a 

conduta terapêutica, não demonstrou diferença significativa (Figura 15A). 

A verificação individual de cada cão demonstrou apenas um caso de aumento da frequência 

de monócitos (Figura 15B). Entretanto não houve alteração na frequência de cada população, 

permanecendo cerca de 80% CD14hi e 20% CD14lo. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15: Frequência de monócitos, expressão de CD14 sobre o total de leucócitos de cães 

infectados sintomáticos antes e depois a última administração do protocolo terapêutico. As 

diferenças significativas (p<0.05) estão indicadas pelas linhas conectoras. A área pontilhada 

representa o intervalo de referência, para cães, utilizada pelo Santo Agostinho Hospital 

Veterinário. 

 

4.4.4 Detecção de Moléculas Solúveis 

Com o intuito de caracterizar novos marcadores biológicos de evolução clínica da LVC, 

avaliamos a presença de moléculas solúveis no soro dos cães, antes e após a conduta 

terapêutica, pela técnica de ELISA. 

Os resultados obtidos não demonstraram presença das moléculas sCD16, sCD11b, sCD18, 

sCD11a, sCD11c, sCD80, sCD45RO e sCD44 detectáveis no soro dos cães antes e após a   

conduta terapêutica. Porém, foi detectado e observado significativamente, menor absorbância 

na mensuração de sCD14 (Figura 16) e sMHCII (Figura 17) no soro dos cães após o protocolo 

terapeutico quando comparado aos níveis obtidos anteriormente ao início da conduta. 
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Figura 16: Absorbância referente aos níveis de CD14 solúvel (sCD14) presente no soro de 

cães infectados sintomáticos antes e depois a última administração do protocolo terapêutico. 

As diferenças significativas (p<0.05) estão indicadas pelas linhas conectoras.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17: Absorbância referente aos níveis de MHC de classe II solúvel (sMHCII) presente 

no soro de cães infectados sintomáticos antes e depois a última administração do protocolo 

terapêutico. As diferenças significativas (p<0.05) estão indicadas pelas linhas conectoras.  

 

Devido aos resultados obtidos, correlacionamos os níveis de sCD14 e sMHCII com o número 

absoluto de monócitos, globulinas fração albumina/globulinas, ureia e creatinina, parâmetros 

já utilizados na prática veterinária para avaliação prognóstica. Nossos resultados 
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demonstraram correlação, significativa, positiva entre o número absoluto de monócitos e 

moléculas CD14 solúveis (r=0.5111) demonstrado na Figura 18A.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18: Correlação entre os níveis de absorbância da molécula CD14 solúvel (sCD14) 

com (A) número absoluto de monócitos, (B) níveis séricos de globulinas, (C) fração A/G, (D) 

níveis séricos de ureia e (E) creatinina de cães infectados sintomáticos antes e depois a última 

administração do protocolo terapêutico. Diferenças significativas p<0.05 
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Em relação às moléculas MHCII solúveis, foi observado correlação positiva entre os níveis de 

globulinas séricas (r=0.0454) e correlafração negativa (r=-0.4751) entre os níveis da relação 

albumina/globulina como demonstrado na Figura 19B e Figura 19C, respectivamente. 
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Figura 19:  Correlação entre os níveis de absorbância da molécula MHCII solúvel (sMHCII) 

com (A) número absoluto de monócitos, (B) níveis séricos de globulinas, (C) fração A/G, (D) 

níveis séricos de ureia e (E) níveis séricos de creatinina  de cães infectados sintomáticos antes 

e depois a última administração do protocolo terapêutico. Diferenças significativas p<0.05. 
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sCD14
AVALIAÇÃO CLÍNICA

TOTAL
MELHOROU PIOROU

AUMENTOU 0 3 3

DIMINUIU 9 0 9

TOTAL 9 3 12

sMHCII
AVALIAÇÃO CLÍNICA

TOTAL
MELHOROU PIOROU

AUMENTOU 0 3 3

DIMINUIU 9 0 9

TOTAL 9 3 12

Em relação ao status clínico do animal, após a administração do protocolo terapêutico, nossos 

resultados demonstraram que os cães que obtiveram melhora clínica também demonstraram 

queda na absorbância de sCD14 (Tabela 6) e sMHCII (Tabela 7). 

 

Tabela 6: Associação entre os níveis de CD14 solúveis e o status clínico de cães infectados 

sintomáticos antes e depois a última administração do protocolo terapêutico (Fisher´s p<0.05). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabela 7: Associação entre os níiveis de MHCII solúveis e o status clínico de cães infectados 

sintomáticos antes e depois a última administração do protocolo terapêutico (Fisher´s p<0.05). 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5 CAPÍTULO 3:    

                                                                                                  MOLÉCULAS SOLÚVEIS 
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5.1 Objetivo geral 

Verificar a diferença dos níveis de absorbância de moléculas solúveis, entre as formas 

clínicas da LVC, com finalidade de confirmar t ais moléculas como possíveis marcadores 

biológicos para a doença. 

5.2 Objetivos específicos 

5.2.1 Avaliar a presença de sCD14 e sMHCII no soro de cães negativos, 

assintomáticos e sintomáticos. 
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5.3 Material e Métodos 

5.3.1 Amostras 

Amostras de soro de cães negativos para LVC (n=5) foram gentilmente cedidos pelo Santo 

Agostinho Hospital Veterinário e pelo Laboratório de Patologia da Leishmanioses da 

Universidade Federal de Minas Gerais. As mostras de soro de cães positivos, assintomáticos 

(n=5) e sintomáticos (n=5), para LVC foram cedidos gentilmente pelo professor Sydnei 

Magno da Silva da Universidade Federal de Uberlândia. 

 

5.3.2 Detecção de moléculas solúveis por ELISA 

sCD14 e sMHC-II foram detectadas através da técnica de ELISA sanduíche usando   

anticorpos específicos. Os soros dos animais infectados obtidos foram aliquotados e 

armazenado em freezer -80ºC até o momento dos experimentos.   

O protocolo para a análise dos níveis séricos de moléculas solúveis foi realizado, antes e após 

a administração do o protocolo terapêutico. Cada soro a ser testado foi diluído (1:1600) em 

tampão carbonato e adicionado poço permanecendo na placa durante um período de 24 horas. 

O bloqueio de sítios inespecíficos foi realizado por solução de PBS-BSA 1% por 60 minutos a 

37°C. Em seguida, o material foi incubado por 120 minutos a 37°C com anticorpo primário 

específico para cada molécula. O excesso foi retirado com a solução de lavagem. Logo após, 

o material foi incubado por 60 minutos a 37°C com anticorpo secundário específico e o 

excesso de conjugado foi eliminado por nova série de lavagens. Em seguida, 50µl de solução 

de OPD (Sigma Aldrich, EUA) foi adicionada aos orifícios. A reação ocorreu à 37ºC, no 

escuro, durante 20 minutos, e foi interrompida por adição de 50µl de H2SO4 4N (Merck, 

Alemanha) em cada orifício. Em qualquer etapa, após as lavagens, as placas foram secadas 

por inversão sobre papel absorvente. A leitura foi efetuada em leitor de ELISA (Bio-Rad 

2550®, EUA), a 492nm. 
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5.3.3 Análises Estatísticas 

Os resultados foram submetidos à análise estatística pelos testes que mais se aplicaram a cada 

caso com o auxílio do software GraphPad Prism 5 (Prism Software, Irvine, CA, USA). Para 

confirmar os padrões de normalidade foi utilizado o teste de Kolmogorov-Smirnov. Nesse 

estudo os resultados que assumiram distribuição não paramétrica foram analisados por 

ANOVA com teste de Kruskal-Wallis e pós teste de Dunns, para comparação entre os grupos, 

os dados foram expressos por mediana e as diferenças foram consideradas significativas 

quando valores de p<0.05.  
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5.4 Resultados 

De acordo com os resultados obtidos na análise da mensuração, através da absorbância, de 

moléculas solúveis obtidas no estudo prospectivo, traçamos como objetivo de o 

trabalho verificar  se haveria diferença de absorbância das moléculas  solúveis 

sCD14 e sMHCII em animais negativos, assintomáticos e sintomáticos. 

 

5.4.1 CD14 solúvel (sCD14) 

Foi observada maior absorbância nos níveis de sCD14 em cães infectados em relação aos cães 

controle, apresentando maior evidência nos cães sintomáticos, que apresentam maior 

absorbância dos níveis de sCD14 em relação aos cães assintomáticos (Figura 21). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 20: Absobância dos níveis de moléculas CD14 solúveis (sCD14) presentes no soro de 

cães negativos, assintomáticos e sintomáticos soropositivos para leishmaniose visceral canina. 

Diferenças significativas p<0.05. 

a - Diferença significativa entre o grupo negativo e grupo assintomático. 

b - Diferença significativa entre o grupo negativo e grupo sintomático.  

c - Diferença significativa entre o grupo assintomático e o grupo sintomático. 
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5.4.2 MHCII solúvel (sMHCII) 

Foi observada maior absorbância nos níveis de sMHCII em cães infectados em relação aos 

cães controle (Figura 22). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura  21:  Absobância dos níveis de molécilas MHCII solúveis (sMHCII) presentes no soro 

de cães negativos, assintomáticos e sintomáticos soropositivos para leishmaniose visceral 

canina. As diferenças significativas (p<0.05) estão indicadas pelas linhas conectoras. 
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No presente estudo, os sinais clínicos mais relatados, nos prontuários analisados, encontram-

se entre os achados mais frequentes em cães acometidos por LV: alopecia, presença de 

úlceras, linfoadenopatia, lesões dermatológicas, onicogrifose, perda de peso, anemia, 

hiperglobulinemia e hepatoesplenomegalia (Alvar et al., 2004; Amusategui et al., 2003; Costa 

Val et al., 2007; Ferrer, 2002). 

Estudos das alterações hematológicas em cães infectados por L. infantum são importantes na 

avaliação do estado clínico do animal e de seu prognóstico. Relatos na literatura abordam 

alterações dos parâmetros hematológicos, associados ao quadro clínico da LVC (Ikeda-Garcia 

et al., 2007; Reis et al., 2006b). Nosso trabalho demonstrou no estudo retrospectivo aumento 

significativo do hematócrito, de hemoglobina e de eritrócitos após a conduta terapêutica. 

Porém, no estudo prospectivo não houve alteração significativa, para esses valores, entre os 

tempos observados. Isso talvez se deva em função dos diferentes tempos dos estudos, visto 

que o estudo retrospectivo foi realizado através da análise dos parâmetros após seis meses do 

início da coduta terapêutica, enquanto o estudo prospectivo foi realizado após apenas 42 dias 

do início da conduta. 

Pesquisadores consideram a anemia como um achado pouco frequente na LVC (Alvar et al., 

2004; Amusategui et al., 2003; Moreno et al., 1999), o que se repetiu no nosso estudo, visto 

que tanto no estudo retrospectivo quanto na análise prospectiva  os  animais  se  mantiveram  

dentro  dos  valores  de  referência.  Porém, ao compararmos os tempos antes e depois da 

conduta terapêutica observa-se aumento significativo dos valores de hemoglobina e do 

eritrograma, o que pode significar um reflexo de melhora clínica dos animais. Apesar de ser 

considerado um achado pouco frequente, a anemia tem importância clínica na leishmaniose 

canina visto que alguns animais podem apresentar quadros anêmicos graves. A causa da 

anemia na LVC é pouco conhecida e acredita-se que esteseja associada à perda sanguínea por 

epistaxe e ulcerações na pele, eritrólise, inflamação generalizada ou insuficiência renal 

crônica (Slappendel & Greene, 1990; Koutinas et al., 1999). Além disso, é observada uma 

diminuição intensa da eritropoiese devido à hipoplasia ou aplasia medular (De Luna et al., 

1999; Koutinas et al., 1999; Tropia de Abreu et al., 2011).  

De Luna et al. (1999), estudando cães naturalmente infectados por L. infantum observaram 

uma redução da fluidez da membrana dos eritrócitos, o que aumentaria sua rigidez e alteraria 

o mecanismo de citoaderência, que favoreceria o sequestro esplênico das células, sua retirada 

da circulação, determinando, consequentemente, a anemia. Esta também é responsável por 
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alguns dos sinais clínicos da LVC, como apatia, fraqueza e emaciação, embora o quadro 

clínico seja também a soma de distúrbios causados pela presença do parasito e da resposta 

inflamatória produzida (Feitosa et al., 2000; Costa Val et al., 2007). 

O tratamento visa principalmente eliminar o parasito e desta forma, sua influência na medula 

óssea e no sistema imunológico diminui, fazendo com o órgão volte ao seu funcionamento 

normal na produção celular. Nesse trabalho, mesmo os resultados do estudo prospectivo não 

apresentando diferenças significativas, acreditamos que estes parâmetros associados a outros, 

discutidos a seguir, podem formar um “pacote” de informações a serem consideradas durante 

a avalição clínica do animal tratado. Ressaltando que estes são considerados parâmetros mais 

tardios qual a recuperação costuma surgir algumas semanas ou meses após o término do 

tratamento, concordando com os resultados observados no estudo retrospectivo. 

De um modo geral, a LVC, assim como a LVH, caracteriza-se por uma inabilidade 

significativa da imunidade celular em nível sistêmico e compartimentalizado. Cabe ressaltar 

que diversos autores consideram esta imunossupressão, o ponto chave para o 

desencadeamento das formas graves e fatais na LV.  A imunossupressão na LVC é observada 

tanto no contexto ex vivo, com uma pancitopenia, como no contexto in vitro quais células 

mononucleares caninas não respondem ao estímulo antígeno-específico do parasito, 

apresentando baixíssima atividade linfoproliferativa (Pinelli et al., 1994; Reis et al., 2009). 

Alguns autores acreditam que esta inabilidade de ativação celular, também ocorre in vivo, 

como mostram Cardoso et al. (2007) e Cabral et al., (1992) em suas avaliações pelo teste de 

intradermorreação, no qual cães assintomáticos apresentam maior capacidade responsiva do 

que cães sintomáticos. 

Discrepâcias podem ser encontradas na literatura sobre leucograma de cães com LVC. Apesar 

de alguns autores considerarem que as mudanças na concentração de leucócitos (WBC) são 

infrequentes (Amusategui et al., 2003; Costa Val et al., 2007; Ribeiro et al., 2013) trabalhos 

relatam alterações no leucograma que incluem neutrofilia (Ciaramella et al., 1997) e 

leucocitose neutrofílica e monocítica com linfopenia e eosinopenia (Ciaramella et al., 1997; 

Koutinas et al., 1999). Nesse trabalho, a avaliação do leucograma de cães do estudo 

retrospectivo não evidenciou leucocitose ou leucopenia, porém, alguns animais apresentaram 

eosinopenia e trombocitopenia anteriormente ao tratamento. Foi observado aumento 

significativo de plaquetas e eosinófilos e diminuição significativa de leucócitos totais, no 

número absoluto de neutrófilos, na frequência e número absoluto de linfócitos e monócitos 
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após a conduta terapeutica.  Esses resultados se basearam somente na comparação dos dados 

antes e depois do tratamento, a avaliação dos dados baseados em valores de referência não 

mostraram alterações em praticamente nenhum analito, o que é cabível ser analisado na 

prática clínica veterinária pois os parâmetros de referência são em geral, muito amplos, o que 

dificulta a representação da real situação clinica do animal. O acompanhamento 

individualizado de cães tratados talvez seja a melhor forma de análise evolução clínica 

independentemente dos valores de referência hematológicos.  

No estudo prospectivo foi observado que, anteriormente ao tratamento, alguns cães 

apresentavam leucocitose, neutrofilia, eosinopenia e trombocitopenia. Da mesma forma, a 

mediana de todos os parâmetros analisados ainda se encontrava dentro dos valores normais de 

referência. Quando realizamos a comparação antes e depois da administração do protocolo 

terapeutico foi observada diminuição significativa de leucócitos totais, no número absoluto de 

neutrófilos e na frequência e número absoluto de monócitos. Mais uma vez, o tempo de 

abordagem aqui deve ser ressaltado, no qual o estudo retrospectivo avaliou os cães seis meses 

após o início da primeira dose de imunoterapia, enquanto a avaliação prospectiva avaliou os 

animais muito mais cedo. Esse achado pode demonstrar monócitos e plaquetas como 

parâmetros mais precoces de evolução clínica em resposta ao tratamento. 

Monócitos são células de grande relevância na LVC. Gonçalves e colaboradores (2011) 

descreveram a migração de monócitos inflamatórios, atraídos por plaquetas ativadas, para os 

sítios de infecção na pele aonde auxiliam no controle do parasito. Uma vez no tecido, já 

diferenciados em macrófagos e células dendríticas (DC), tornam-se alvos   preferenciais   do   

protozoário   Leishmania   além   de   desempenharem   papel importante na produção de ROS 

e NO, responsáveis pelo controle da infecção (Diaz-Gandarilla et al., 2013; Kavoosi et al., 

2009; Tafuri et al., 1996). A presença e participação dos monócitos no controle da infecção 

tardia, após ativação de linfócitos TCD4+ de memória, também foi demonstrada (Glennie et 

al., 2017).  Além disso, já no local da infecção, monócitos estão envolvidos no mecanismo de 

reparo tecidual através da diferenciação dos mesmos em macrófagos e células dendríticas com 

a elevada produção de citocinas e quimiocinas pró e anti-inflamatórias durante o processo 

inflamatório e resolutivo respectivamente (Auffray et al., 2009; Gordon et al., 2005). 

Dados dos nossos estudos, retrospectivo e prospectivo, demonstraram que os animais 

apresentavam, em mediana, frequência e números absolutos maiores de monócitos no sangue 

antes do tratamento.  Após o tratamento estes números foram significativamente menores.  
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Esse resultado corrobora com trabalho do nosso grupo de pesquisa no qual Martins (2016), 

em sua tese demonstrou, com avaliação através da técnica de citometria de fluxo e contagem 

diferencial no sangue, que durante a infecção com L. major, camundongos infectados 

apresentaram aumento na frequência e número absoluto de monócitos no sangue. Além disso, 

neste trabalho, foi demonstrado que durante o tratamento com Anfotericina B, os 

camundongos controlaram a lesão na pata e isso repercutiu também na diminuição da 

frequência e número absoluto de monócitos no sangue periférico. Esta diminuição foi 

detectada imediatamente após o tratamento, que, quando interrompido, apresentou alterações 

com retomada no aumento do número de monócitos com apenas uma semana pós-interrupção.  

Barbosa (2013), em sua dissertação, também observou aumento na frequência de monócitos 

de cães naturalmente infectados quando comparados a cães controle ou assintomáticos, em 

estudo com citometria de fluxo. Esses dados somados aos observados no presente trabalho 

reforçam a importância dessa célula na participação da inflamação e controle da doença. 

Monócitos são células da resposta imune inata, que respondem rapidamente a sinais de perigo 

e rapidamente acessam os locais de infecção ou agressão, vindos do sangue (Goncalves et al., 

2011; Landmann et al., 1995; Robben et al., 2005). Para isso, em geral, aumentam em número 

no sangue periférico, capacidade que pode estar relacionada a um comportamento peculiar 

destas células. Em 2009, Swirski e colaboradores demonstraram que o baço é um reservatório 

de monócitos, que ficam alojados nos cordões esplênicos e subcapsulares, prontos para cair na 

circulação, caso requisitados (Swirski et al., 2009). Esta reserva é muito maior do que o 

número encontrado de monócitos circulantes. Dese modo, acreditamos que durante a doença o 

intenso parasitismo e inflamação crônica contribuam para o constante recrutamento de 

monócitos para os tecidos afetados, que precisam migrar pelo sangue, provavelmente 

originados do baço e da medula óssea. 

Os monócitos são as principais células progenitoras de macrófagos teciduais, o que justificaria 

o aumento observado no sangue dos animais infectados. Apesar de não ser possível considerar 

que os animais antes do tratamento apresentavam monocitose, visto que os números de 

referência para cães variam muito, pudemos constatar significativamente que grande parte   

dos animais apresentou menor número de monócitos após o tratamento e que esses animais 

melhoraram seu status clínico. Ou seja, as informações de hemogramas antes e durante a 

conduta terapêutica podem ser utilizadas para se determinar se há alterações na população de 

monócitos, e desta forma, utilizar estes dados como uma referência para o sucesso ou não do 

tratamento. O mais importante é que esse parâmetro não se trataria de um exame adicional ao 
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acompanhamento do tratamento, mas sim, observação a ser realizada em um exame já 

rotineiro, beneficiando a economia com outros exames poucos conclusivos ou que só 

demonstram resultado positivo tardiamente. 

Outra alteração que chamou atenção nas nossas análises foram as plaquetas. Anteriormente ao 

tratamento foi observado, em ambos os estudos, cães com número de plaquetas abaixo da 

faixa de normalidade. Após o tratamento, foi significante o aumento do número de plaquetas, 

em ambos os estudos. Esses achados corroboram com a literatura que evidencia  

trombocitopenia  em  cães com LVC (Alvar et al., 2004; Amusategui et al., 2003; Ciaramella 

et al., 2005; Costa Val et al., 2007; Foglia Manzillo et al., 2013; Freitas et al., 2012; Rizzo et 

al., 2005). A ocorrência de trombocitopenia em cães reagentes para LV pode decorrer da 

alteração da parede vascular por vasculite devido aos imunocomplexos circulantes (Feldman 

et al., 2000), além de distúrbios de trombocitopoese aumento na destruição plaquetária e após 

o comprometimento do funcionamento renal e/ou hepático (Slappendel & Ferrer, 1998).  

Outro mecanismo na diminuição do número de plaquetas na LV pode estar associado à 

presença de imunoglobulinas anti-plaquetas (Terrazano et al., 2006), descrita em 63,3% dos 

cães naturalmente infectados por L. infantum (Ciaramella et al., 2005).  Além disso, trabalhos 

descreveram que plaquetas podem ser rapidamente mobilizadas para locais de infecção onde 

modulam processos imunitários e inflamatórios secretanto citocinas, quimiocinas e outros 

mediadores inflamatórios (Semple et al., 2010; Smyth et al., 2009; Yeaman, 2010). O papel 

das plaquetas tem sido descrito as infecções bacterianas (Yeaman, 2010) e parasitárias (Van 

Der Heyde et al., 2005). Goncalves et al., (2011) descreveram a importante participação das 

plaquetas na ativação de monócitos inflamatórios em camundongos experimentalmente 

infectados por Leishmania major, demonstrando que plaquetas podem ser mobilizadas, 

ativadas e consumidas no curso desta doença. 

A dosagem de globulinas e relação A/G são parâmetros de prognóstico já utilizados na prática 

veterinária. A produção de anticorpos em cães com LVC é aferida pelos níveis de globulinas 

séricas e é apontada como causadora da hiperproteinemia (Ikeda-Garcia et al., 2007; Koutinas 

et al., 1999; Reis et al., 2006a). A inversão do quociente albuminas/globulinas está 

correlacionada com progressão clínica do animal com LVC (Keenan et al., 1984; Reis et al., 

2006a).  O aumento significativo dessa relação indica melhora na capacidade responsiva do 

animal aos parasitos. A literatura indica que esta relação tende a ser baixa em cães 

sintomáticos, devido a hipergamaglobulinemia, que em alguns casos pode estar associada à 

proteinúria decorrentes da LVC (Amusategui et al., Costa Val, 2004, Reis et al., 2006a, 
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Ribeiro et al., 2007).  No estudo retrospectivo, não foi evidenciada alteração na dosagem de 

proteínas séricas. Porém, foi observado aumento significativo na dosagem de albumina sérica 

e da relação A/G e diminuição significativa na dosagem de globulinas dos cães após a conduta 

terapêutica. No estudo prospectivo, não foram observadas diferenças significativas desses 

mesmos parâmetros antes e após a conduta. Parâmetros bioquímicos costumam alterar 

tardiamente, algumas semanas ou meses após o término do protocolo, o que explica a não 

alteração dos mesmos no estudo prospectivo, concordando com os resultados observados no 

estudo retrospectivo que teve maior tempo entre os exames realizados. Mesmo não havendo 

correlação entre a frequência e número absoluto de monócitos com a dosagem bioquímica no 

soro dos animais, durante o protocolo terapêutico, acreditamos que esses parâmetros devem 

ser avaliados de forma conjunta já que em nosso trabalho, tanto no estudo retrospectivo 

quanto no prospectivo, foi observado paralelismo de cães com decaimento de monócitos e 

globulinas. 

Dentre os parâmetros utilizados como marcadores de prognóstico para LVC, está a avaliação 

da função renal. No estudo retrospectivo, foi observada diminuição significativa nas dosagens 

séricas de uréia e creatinina após o protocolo. Não foram observadas diferenças   

significativas   no   estudo   retrospectivo. Como na dosagem bioquímica, os parâmetros para 

avaliação renal alteram-se após semanas ou meses após o término do protocolo, o que explica 

a falta de variação dos mesmos no estudo prospectivo e a mudança no perfil dos resultados 

observados no estudo retrospectivo que teve maior tempo entre as análises. Provavelmente, os 

rins dos animais do estudo prospectivo, ainda que competentes para filtrar e eliminar toda a 

creatinina estão sofrendo injúrias gradativas pela ação dos imunocomplexos e pela 

proteinúria, consequentes da LVC. A associação concomitante da doença renal com a 

evolução da LVC já foi relatada por vários autores (Bonfanti & Zatelli, 2004, Costa Val, 

2004). Nossos resultados demonstraram, no estudo retrospectivo, correlação entre alteração 

do número absoluto de monócito e a dosagem sérica de ureia, sugerindo que essas células, 

juntamente a parâmetros avaliados para função renal podem ser de grande utilidade na prática 

veterinária para o prognóstico da doença. São necessários mais estudos complementares para 

esclarecer a entender os mecanismos envolvendo sCD14 e sMHCII e sua influência na 

imunopatogênese da LVC. 

Moléculas solúveis têm sido estudadas, correlacionadas e caracterizadas como biomarcadores 

sorológicos de diagnóstico e prognóstico em doenças diversas. 
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Nosso interesse por essas moléculas partiu do trabalho de Dos Santos et al. (2016), que 

avaliaram a alteração dos níveis de CD14 solúveis em pacientes portadores de LV. No estudo, 

os autores desassociaram altos níveis de sCD14 com níveis elevados de LPS no soro dos 

pacientes infectados correlacionado a molécula com manifestações clínicas e laboratoriais de 

LV e a estimulação da produção das citocinas IL-27, IL-10 e IL-6. Também foi observada 

diminuição dos níveis dessa molécula após o tratamento. Em nosso estudo foi observado que 

os animais que melhoraram clínicamente obtiveram níveis de CD14 solúveis diminuídos após 

o tratamento, corroborando com os dados obtidos no estudo com LV humana. Além disso, os 

níveis de MHC-II solúveis também mostraram alteração após o tratamento dos cães 

infectados. Na comparação entre as formas clínicas da leishmaniose visceral canina, foi 

possível verificar-se também uma diferença significativa entre animais sintomáticos, 

assintomáticos e não infectados, tanto de sCD14 quanto de MHCII. 

São necessários estudos complementares para esclarecer a entender os mecanismos 

envolvendo sCD14 e sMHCII e suas influências na imunopatogênese daLVC. Porém, podem 

os considerar estas moléculas como marcadores de evolução clínica durante o tratamento de 

animais com leishmaniose visceral, visto que a importância da mólecula de sCD14 já foi 

descrita na LV humana (Dos Santos et al., 2016) e trabalhos sugerem que a molécula de 

sMHCII poderia competir com o MHCII de membrana (mMHCII) para a ligação em TCR 

(receptor de células T) e assim modular as respostas imunes celulares e humorais (Marios-

Frankiskos et al., 2010), além de estar envolvida na indução de apoptose de células TCD4+  

(Nag et al., 1996), na ativação de células TCD8+ (Ge et al., 2002) e redução da atividade de 

células NK (natural killer) (Webb et al., 1994). Trabalho em modelo experimental demonstrou 

que moléculas de sMHCII não apenas promovem a expressão de marcadores supressivo em 

células TCD4+, como também podem suprimir a produção de IL-2 e induzir a produção IL-

10, na ausência de células apresentadoras de antígeno, reduzindo a sinalização de ativação de 

células T, atuando como potentes reguladores da resposta imune (BAKELA et al., 2015). 

 



 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

7     CONCLUSÃO
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O conjunto de dados obtidos nesse trabalho sugere que o hemograma completo, durante o 

acompanhamento de cães em tratamento para a leishmaniose visceral, pode ser considerado 

um bom biomarcador de prognóstico para o acompanhamento da evolução clínica e sucesso 

do tratamento. Sendo monócitos e plaquetas os melhores parâmetros a serem considerados. 

Esses dados associados aos resultados de globulinemia e relação albumina globulinas, 

parâmetros já utilizados na prática veterinária, poderiam melhor auxiliar na análise da 

evolução do estado clínico dos animais tratados. 

A análise das moléculas sCD14 e sMHC-II pode ser também utilizadas como parâmetros de 

status clínico de cães com leishmaniose visceral, além de servirem como maradores de 

acompanhamento da evolução clinica de animais tratados. 
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9.1 Anexo A: Certificado CEUA 

 

 

 

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS 

 

CEUA 

COMISSÃO DE ÉTICA NO USO DE ANIMAIS 

 

CERTIFICADO  

Certificamos que o Protocolo nº. 199 / 2013, relativo ao projeto intitulado “Estudo de Marcadores 

de Resistência e Susceptibilidade Através da Análise de Monócitos de Cães Infectados com 

Leishmania infantum ”, que tem como responsável Ricardo Gonçalves, está de acordo com os 

Princípios Éticos da Experimentação Animal, adotados pela Comissão de Ética no Uso de Animais 

(CEUA/UFMG), tendo sido aprovado na reunião de 17/09/2013. Este certificado espira-se em 

17/09/2018.  

 

CERTIFICATE  

We hereby certify that the Protocol nº. 199 / 2013, related to the Project entilted “STUDY OF 

MARKERS OF RESISTANCE AND SUSCEPTIBILITY THROUGH ANALYSIS OF MONOCYTES FROM 

DOGS INFECTED WITH LEISHMANIA INFANTUM”, under the supervision of Ricardo Gonçalves, is in 

agreement with the Ethical Principles in Animal Experimentation, adopted by the Ethics Committee 

in Animal Experimentation (CEUA/UFMG), and was approved in 17/09/2013. This certificates expires 

in 17/09/2018.  

 

FRANCISNETE GRACIANE ARAUJO MARTINS 

Coordenador(a) da CEUA/UFMG 

Belo Horizonte, 17/09/2013.  

 

Atenciosamente.  

 

Sistema CEUA-UFMG  

https://www.ufmg.br/bioetica/ cetea/ceua/ 

Universidade Federal de Minas Gerais 

Avenida Antônio Carlos, 6627 – Campus Pampulha 

Unidade Administrativa II – 2º Andar, Sala 2005 

31270-901 – Belo Horizonte, MG – Brasil 

Telefone: (31) 3499-4516 – Fax: (31) 3499-4592 

www.ufmg.br/bioetica/cetea - cetea@prpq.ufmg.br 
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9. 2 Anexo B: Termo de anuência do proprietário 

 

 

DECLARAÇÃO:  

 

Eu, (nome do proprietário), declaro estar de acordo que o meu cão, seja examinado (a) 

pelo Médico Veterinário Dr. Pedro Paulo de Abreu Teles, CRMV-MG Nº14021, sob a 

supervisão do Médico Veterinário Dr. Vitor Márcio Ribeiro, CRMV-MG Nº 1883.  

As amostras coletadas pelo Santo Agostinho Hospital Veterinário para os exames 

complementares ao diagnóstico poderão ser utilizadas também para pesquisa e os resultados 

incluídos na tese intitulada:  

“AVALIAÇÃO DE PARÂMETROS SANGUÍNEOS, COMO MARCADORES DE 

PROGNÓSTICO, EM CÃES INFECTADOS NATURALMENTE POR Leishmania infantum 

SUBMETIDOS AO TRATAMENTO COM IMUNOTERAPIA VACINAL ASSOCIADA 

AO ALOPURINOL” do curso de Pós-graduação em Patologia da Faculdade de Medicina da 

Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG).  

Será guardado absoluto sigilo quanto aos dados pessoais de seu proprietário para todos 

os efeitos legais.  

 

Belo Horizonte, ____/____________/201__.  

Nome completo:_________________________________________________  

Assinatura:______________________________________________________  

Documento de Identidade:_________________________________________ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


