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RESUMO 
 

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da esterilização em autoclave e do 

armazenamento em glicerol a 85% de osso cortical de cães infectados por Leishmania sp., e 

avaliar suas características mecânicas e morfométricas. Foram utilizados 43 cadáveres de cães 

com leishmaniose e 11 cadáveres de cães isentos da doença. Dos animais infectados, foram 

colhidas 43 diáfises de fêmur direito e 43 amostras da medula óssea correspondente. A diáfise 

foi dividida em duas, uma parte fragmentada em pequenas partículas e a outra seccionada em 

dois fragmentos de cerca de 1cm de comprimento para testes mecânicos e  estudo morfométrico. 

A parte fragmentada foi submetida à cultura do parasito antes e após a esterilização em 

autoclave e armazenamento em glicerol. Amostras da diáfise dos cães negativos foram também 

submetidos às avaliações mecânica e morfométrica. Ambos os tratamentos foram eficazes para 

impedir o crescimento do parasito in vitro. Os testes mecânicos não mostraram diferença 

estatística na tensão de deformação nem no módulo de elasticidade à compressão mecânica 

entre os grupos de cães infectados e não infectados. Verificou-se na avaliação morfométrica 

aumento significativo da percentagem de osteócitos na cortical de animais infectados. Concluiu-

se que os tratamentos são eficazes na eliminação do parasito e não há alteração de resistência 

mecânica do osso devido à infecção, sendo viável seu emprego em enxertia. São necessários 

mais estudos sobre os mecanismos envolvidos no aumento de osteócitos no tecido cortical. 

 

Palavras-chave: Enxerto ósseo, Leishmaniose Visceral Canina, glicerol, esterilização. 
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ABSTRACT 
 

The aim of this study was to evaluate the effect of autoclaving and storage in 85% 

glycerol in cortical bone of dogs infected by Leishmania sp., and evaluate their morphological 

and mechanical characteristics. We used 43 cadavers of dogs with leishmaniasis and 11 

cadavers of dogs free from the disease. From the infected animals were harvested 43 diaphysis 

of the right femur and 43 corresponding bone marrow samples. The shaft was divided in two, 

one part fragmented into small particles and the other split into two fragments of about 1cm in 

length for mechanical testing and morphometric study. The fragmentary was subjected to 

culture the parasite before and after autoclaving and storage in glycerol. Samples of the 

diaphysis of negative dogs were also subjected to morphometric and mechanical ratings. Both 

treatments were effective in preventing the growth of the parasite in vitro. The mechanical tests 

showed no statistical difference in deformation tension or the elastic modulus by mechanical 

compression between the infected and uninfected groups. There was a significant increase in the 

morphometric analysis of the percentage of cortical osteocytes in infected animals. It was 

concluded that the treatments are effective in eliminating the parasite and there is no change in 

strength of the bone due to infection, therefore beeing viable their use in grafting. More studies 

are needed on the mechanisms involved in the increase of osteocytes in cortical tissue. 

 

Keywords: bone graft, Canine Visceral Leishmaniasis, glycerol, sterilization. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



15 
 

1. INTRODUÇÃO 

A Leishmaniose Visceral (LV) é uma 

zoonose transmitida por vetores Diptera, 

Phlebotominae, decorrente da replicação dos 

parasitas no sistema mononuclear 

fagocitário. É causada por parasitos do 

complexo Leishmania donovani, que inclui 

L. donovani e L. infantum (Alvar et al., 

2004). A Leishmaniose Visceral Canina 

(LVC) tem grande importância 

epidemiológica devido à alta prevalência e 

ao intenso parasitismo cutâneo no cão, que 

favorece a infecção do vetor com possível 

transmissão ao homem (Deane e Deane, 

1955; Gontijo e Melo, 2004; Gramiccia, 

2011; Harhay, 2011). 

A leishmaniose humana, causada por várias 

espécies de Leishmania, compreende um 

grupo de doenças que são em sua maioria de 

caráter zoonótico. Estas incluem a 

leishmaniose visceral, que compromete 

órgãos internos e é fatal se não tratada, e as 

formas cutânea (LC) e mucocutânea (MCL), 

que acometem a pele ou junções 

mucocutâneas, cujas lesões podem até se 

curar espontaneamente, permanecendo 

cicatrizes desfigurantes (Murray et al., 

2005). 

Mais de 90% dos casos de LV no mundo 

ocorrem na Índia, Bangladesh, Sudão, Sudão 

do Sul, Etiópia e Brasil. A LC é a mais 

amplamente distribuída, com 

aproximadamente um terço dos casos 

ocorrendo em cada uma das três regiões 

epidemiológicas: as Américas, a bacia do 

Mediterrâneo e a Ásia (Bhargava e Singh, 

2012). Segundo Alvar et al. (2012), os dez 

países com os maiores números de casos da 

doença são Algéria, Colômbia, Brasil, Irã, 

Síria, Etiópia, Sudão do Norte, Costa Rica e 

Peru, correspondendo a 70-75% da 

estimativa global de incidência de LC.   

A transmissão da LV difere 

geograficamente. Na bacia do Mediterrâneo, 

Brasil e parte da África, o cão é o principal 

reservatório e a LV é zoonótica, enquanto 

que no subcontinente indiano e em partes da 

África, a LV é de caráter antroponótico 

(Alvar et al., 2004) 

A LVC, causada pela L. infantum 

(=L.chagasi), é uma doença na qual a 

infecção não significa o mesmo que doença 

clínica, devido à alta prevalência de 

infecções subclínicas (Solano-Gallego et al., 

2001; Baneth et al., 2008). Cães com 

leishmaniose clinicamente detectável são 

aqueles que apresentam sinais clínicos e/ou 

anormalidades clinico-patológicas cuja 

infecção por L. infantum é confirmada por 

testes diagnósticos. Cães com infecção 

subclínica, ou cães infectados, porém 

clinicamente saudáveis, são aqueles que não 

apresentam sinais clínicos ao exame físico e 

nem anormalidades clinico-patológicas nos 

testes laboratoriais de rotina (hemograma e 

leucograma, perfil bioquímico e urinálise), 

mas possuem infecção por L. infantum 

confirmada por testes específicos para o 

parasito (Solano-Gallego e Baneth, 2008).  

A infecção por L. infantum em cães é de 

caráter endêmico em aproximadamente 50 

países na Europa, África, Ásia, na área do 

Mediterrâneo e nas Américas (Alvar et al., 

2004), e apresentam taxas variáveis de 

prevalência, dependendo das condições 

climáticas e ecológicas que determinam a 

abundância de vetores (Maroli et al., 2008). 

O Brasil é um dos países que apresenta 

elevada casuística (Alvar et al., 2012), com a 

maior concentração dos casos nas regiões 

Nordeste e Norte, seguidas pela região 

Sudeste e Centro-Oeste, com números 

crescentes de casos em áreas urbanas como 

por exemplo, na cidade de Belo Horizonte 

(Ministério da Saúde, 2012 e Prefeitura de 

Belo Horizonte, 2012). 

A transmissão decorre principalmente do 

repasto sanguíneo de insetos flebotomíneos 

contaminados. Carrapatos e pulgas foram 

avaliados como potenciais vetores de 

Leishmania sp., mas não foram encontradas 

evidências que comprovassem seu papel na 
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transmissão natural do protozoário 

(Coutinho et al., 2005; Coutinho e Linardi, 

2007). Outras formas de transmissão foram 

relatadas, dentre elas a decorrente de 

transfusão sanguínea (de Freitas et al., 2006; 

Tabar et al.,2008), o que sugere a mesma 

possibilidade em relação aos diversos tipos 

de transplantes e enxertos de órgãos e 

tecidos, dentre estes o ósseo. Assim, com a 

disseminação da infecção por Leishmania 

sp., tornou-se impraticável a colheita de 

ossos de animais submetidos à eutanásia por 

lesões nervosas irrecuperáveis, cujo 

histórico anterior é desconhecido. Esta 

situação levou à redução drástica e até 

mesmo ao fechamento de banco de ossos, 

tão útil e necessário em determinadas 

situações ortopédicas que exigem enxerto 

ósseo cortical. 

A utilização de enxertos ósseos é uma 

prática frequente na cirurgia ortopédica de 

pequenos animais e seu uso tem permitido a 

cura de afecções ósseas de diferentes 

magnitudes (Cavassani et al., 2001). Os 

enxertos desempenham função osteogênica 

e/ou de sustentação mecânica, dependendo 

do tipo utilizado (Fitch et al., 1997). São 

indicados quando se deseja promover a 

consolidação de união retardada, não união 

(Fitzpatrick et al, 2009) em osteotomias e 

artrodeses (Piermattei et al., 2006 ). Os 

enxertos corticais são utilizados em 

situações que necessitam suporte estrutural 

(Johnson et al., 1992; Fitch et al., 1997; 

Millis e Martinez, 2003),  como reparo de 

fraturas cominutivas (Torres et al., 2009) e 

para preservação de membros após excisões 

tumorais (Morello et al., 2001; Ziliotto et al., 

2003).Estes devem  reestabelecer a 

integridade do osso e oferecer suporte à 

carga, o que torna as propriedades 

mecânicas do enxerto necessárias. Os 

parafusos precisam se fixar firmemente ao 

enxerto até a consolidação da interface osso 

enxertado/hospedeiro, e o enxerto deve ser 

capaz de resistir às forças mecânicas 

transmitidas através deste (Roe et al., 1988; 

Morello et al., 2001). 

Uma vez que não foram encontrados na 

literatura consultada trabalhos referentes à 

infecção de animais sadios por Leishmania 

sp. por meio de aloenxertos corticais, este 

projeto propôs avaliar a presença do parasito 

no osso cortical após o processamento de 

esterilização em autoclave ou 

armazenamento em glicerol PA a 85% por 

30 dias, sua resistência mecânica à 

compressão e alterações histológicas do 

tecido ósseo. O resultado favorável, ou seja, 

a eliminação da infecção e a inexistência de 

alterações significativas que prejudiquem a 

qualidade do enxerto, permitirá a 

manutenção e ampliação de banco de ossos. 

2. REVISÃO DE LITERATURA 

2.1 Leishmaniose Visceral Canina 

Em medicina veterinária, a leishmaniose 

causada por Leishmania infantum é 

especialmente importante em cães, causando 

doença grave e fatal, e está entre as 

zoonoses, considerada pela Organização 

Mundial de Saúde uma das doenças 

importantes negligenciadas, motivo pelo 

qual pesquisas testando vacinas contra a 

doença tanto com parasitas mortos ou 

antígenos recombinantes para imunização 

têm sido realizadas (Sharifi et al, 1998; 

Srivastava et al, 2003; Gramiccia e Gradoni, 

2005; Nagill et al, 2009; WHO, 2010).  

As fêmeas dos flebotomíneos do gênero 

Phlebotomus (Velho Mundo) ou Lutzomyia 

(Novo Mundo) são os principais vetores de 

Leishmania. Estão presentes principalmente 

em países tropicais ou são ativos durante os 

meses relativamente quentes em países de 

clima temperado. A atividade dos 

flebótomos adultos é crepuscular e noturna 

da primavera ao outono no Mediterrâneo e 

durante todo o ano na América do Sul 

(Killick-Kendrick, 1999; Sharma e Singh, 

2008).  As espécies mais importantes 

transmissoras de L. infantum no Novo 

mundo são: Lutzomyia longipalpis, principal 

vetor nas Américas, L. cruzi, vetor em áreas 

do centro oeste e L. evansi, vetor na 
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Colômbia. No Velho Mundo as principais 

espécies transmissoras são: Phlebotomus 

perniciosus, P. ariasi, P. perfiliewi, P. 

neglectus P. langeroni, P. tobbi (Solano-

Gallego et al., 2009).  

2.1.1. Apresentação clínica da LVC 

Classicamente, a LVC é descrita como uma 

patologia acompanhada, inicialmente, por 

febre, dermatites, queda de pelo, 

descamação, pelo opaco e ulcerações 

localizadas frequentemente nas orelhas, 

focinho, cauda e articulações (úlcera de 

decúbito). Com grande frequência observa-

se, nas fases mais adiantadas da doença, 

esplenomegalia, hepatomegalia alopecia 

generalizada, ulcerações na pele, 

onicogrifose, ceratoconjuntivite, coriza, 

apatia, diarréia, melena ou hematoquesia, 

edema das patas, vômito, além do 

aparecimento de áreas de hiperqueratose 

especialmente na ponta do focinho, 

conforme caracterizado na Figura 1 (Alvar 

et al., 2004; Santos et al., 2006; Ferreira et 

al, 2007). Glomerulonefrite e alterações 

tubulares foram relatadas (Costa et al., 2003; 

Aresu et al., 2012). Estudos de alterações 

glomerulares mostraram o depósito de 

imunocomplexos como a causa responsável 

pelas lesões. Estudos de outros autores têm 

mostrado que a patogênese da 

glomerulonefrite causada por L. infantum 

tem envolvimento de células T e moléculas 

de adesão (Costa, 2000; 2010). 

Verde et al (2009) em estudo com 55 

pacientes humanos com LV observaram 

lesão nos túbulos proximais, com aumento 

das taxas de excreção de vários íons, entre 

eles o cálcio, além de hipocalcemia 

associada em 32% dos pacientes. 

  

 

 

 

 

B 

D 

E 
F D 

FIGURA 1: Fotografia de cães mostrando alguns dos sinais clínicos encontrados na LVC: Lesões esfoliativas (A e 

C); Linfadenomegalia (B), alopecia e seborreia seca (D); lesão ulcerativa (E); lesões ulcerativas de ponta de orelha 

(F). Fonte: Adriane Pimenta da Costa Val; Isabela Ferreira Gontijo de Amorim e Laboratório de Leishmanioses do 

Departamento de Parasitologia do ICB. 
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No cão, na fase final da infecção podem 

ocorrer paresia dos membros pélvicos 

(paraparesia), caquexia, inanição e óbito 

(Alvar et al., 2004; Santos et al., 2006; 

Ferreira et al, 2007). Envolvimento 

osteoarticular em casos de LVC tem sido 

descritos em cães com claudicação, 

poliartrite e osteomielite associados com a 

doença sistêmica (Spreng, 1993; Costa et al., 

2005; De Souza et al., 2005; Santos et al., 

2006; Costa et al., 2006), evidenciando 

rigidez, cifose, edema distal e dor à palpação 

das articulações e membros (Agut et al., 

2003; Santos et al., 2006). Em alguns casos 

não existem outros sinais clínicos 

significativos de LVC (Buracco et al., 1997; 

McConckey et al., 2002). As alterações 

clínicas e anormalidades laboratoriais 

encontradas em cães com LVC são 

apresentadas no Quadro 1.  

 

 

QUADRO 1: Manifestações clínicas e anormalidades laboratoriais encontradas na leishmaniose canina por L. 

infantum. 

Manifestações clínicas 

 

Anormalidades laboratoriais 

Gerais 

○ Linfadenomegalia generalizada 

○ Perda de peso/caquexia 

○ Apetite aumentado ou diminuído 

○ Letargia 

○ Palidez das membranas mucosas 

○ Esplenomegalia 

○ Poliúria e polidipsia 

○ Febre 

○ Vômitos 

○ Diarréia (inclusive colite crônica) 

 

Proteínas séricas e eletroforetograma 

○ Hiperglobulinemia 

Beta e/ou gamaglobulinemia policlonal 

○ Hipoalbuminemia 

○ Diminuição da razão albumina/globulina 

 

Cutâneas 

○ Dermatite esfoliativa não pruriginosa com ou sem 

alopecia  

○ Dermatite erosiva-ulcerativa 

○ Dermatite nodular 

○ Dermatite papular 

○ Dermatite pustular 

○ Onicogrifose 

 

Hemograma/Leucograma/Hemostasia 

○ Anemia não- regenerativa discreta a moderada 

○ Leucocitose ou leucopenia 

○ Trombocitopatia 

○ Trombocitopenia 

○ Comprometimento da hemostasia secundária e 

fibrinólise 

 

Oftálmicas 

○ Blefarites (exfoliativa, ulcerativa, ou  nodular) e 

conjuntivitie  (nodular) 

○ Ceratoconjuntivite, comum ou seca 

○ Uveíte anterior/Endoftalmite 

 

Perfil bioquímico/Urinálise 

○ Proteinúria discreta a grave 

○ Azotemia renal 

○ Aumento da atividade enzimática do fígado 

 

Outros 

○ Lesões mucocutâneas e mucosas ou lesões nodulares 

(oral, genital e nasal) 

○ Epistaxe 

○ Claudicação (poliartrites erosivas ou não erosivas, 

osteomielites, polimiosites) 

○ Miosite atrófica mastigatória 

○ Desordens vasculares (vasculite sistêmica, 

tromboembolismo arterial) 

○ Desordens neurológicas 

 

 

Fonte: Solano-Gallego et al., 2011. 
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2.1.2. Ciclo de vida do parasita e vias de 

transmissão 

A Leishmania completa o seu ciclo de vida 

em dois hospedeiros, o vetor flebotomíneo, 

que transmite a forma infectiva promastigota 

flagelada, e o mamífero, onde a amastigota 

intracelular se desenvolve e replica dentro, 

principalmente, de macrófagos (Figura 2). O 

flebotomíneo é o único artrópode adapatado 

para a transmissão biológica de Leishmania 

sp. (Solano-Gallego et al., 2011). A infecção 

do hospedeiro ocorre quando o flebotomíneo 

infectado inocula na pele, durante o repasto 

sanguíneo, as formas promastigotas, 

incluindo aquelas metacíclicas, que são 

infectantes. Ilesas aos mecanismos de defesa 

do hospedeiro (Sacks e Kamhawi, 2001) 

essas podem ser fagocitadas diretamente ou 

após a infecção de neutrófilos, pelos 

macrófagos, que são recrutados rapidamente 

para o sítio de inoculação (Peters et al, 

2008). Um dos fatores que interfere com a 

interação Leishmania-macrófago é a 

temperatura do hospedeiro. Berman e Neva 

(1981) relataram eliminação de 40% das 

formas amastigotas de L. donovani em 

macrófagos in vitro em temperatura de 39ºC. 

Biegel et al. (1983) relataram restrição do 

crescimento da L. mexicana a partir de 

37,5ºC. Rioux et al (1985) estudaram o 

desenvolvimento do parasito nos 

flebotomíneos citando a temperatura de 

30ºC como letal para a L. infantum. Raina e 

Kaur (2006) relataram a temperatura de 

37ºC como indutora de apoptose em L. 

donovani.  

Nos vacúolos parasitóforos dos macrófagos, 

as promastigotes diferenciam-se em 

amastigotas. Após o processo de divisão 

binária e ruptura dessas células, as 

amastigotas liberadas podem ser fagocitadas 

por outros macrófagos ou serem ingeridas 

pelo inseto vetor (Killick-Kendrick, 1999; 

Solano-Gallego et al., 2011). As amastigotas 

ingeridas juntamente com o sangue do 

hospedeiro, se transformam em 

promastigotas. Estas passam por vários 

estágios morfológicos e bioquimicamente 

distintos de diferenciação, sendo capazes de 

resistir à ação das enzimas digestivas do 

trato digestório médio e de aderirem ao 

epitélio intestinal dos insetos vetores 

(Killick-Kendrick, 1990). Ao final do 

processo, as promastigotas diferenciam-se, 

em parte, em promastigotas metacíclicas 

infectantes, que migram para a porção 

anterior do trato digestório, e são inoculadas 

durante novo repasto sanguíneo.  

Outros meios de transmissão da Leishmania 

sp. são citados: transmissão direta de cão 

para cão por meio de mordeduras ou 

ferimentos foi considerada como 

responsável pela transmissão da infecção 

entre foxhounds nos Estados Unidos da 

América diante da ausência aparente de 

vetores, no entanto, o fato não foi 

confirmado por evidência experimental 

(Duprey et al., 2006). A transmissão 

transplacentária da infecção em cães parece 

ser rara, mas possível (Rosypal el al, 2005; 

Boggiatto et al., 2011). Recentemente a 

transmissão venérea foi descrita em cães 

(Silva et al., 2009,). A transmissão por meio 

de transfusão de sangue ou produtos deste é 

de especial importância em regiões onde os 

doadores podem carrear a infecção (de 

Freitas et al., 2006; Tabar et al.,2008). 
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FIGURA 2: Ciclo biológico da Leishmania sp. Fonte: arquivo pessoal. 

 
2.1.3. Técnicas Diagnósticas 

O diagnóstico de Leishmaniose é complexo, 

uma vez que os sinais clínicos e as 

anormalidades clinico-patológicas são 

amplas e não específicas. Desta forma, testes 

mais específicos tornam-se necessários para 

confirmação do diagnóstico. Atualmente, os 

mais comumente utilizados são o 

diagnóstico parasitológico direto, testes 

sorológicos e o diagnóstico molecular. 

Técnicas de imuno-histoquímica, avaliação 

histológica de tecidos e isolamento em meio 

de cultura apropriado ou inoculação em 

animais de laboratório como o hamster 

também são utilizados, sendo os últimos, 

porém, praticamente restritos ao uso em 

pesquisas devido ao longo tempo necessário 

para a execução da técnica e seu alto custo 

(Srivastava et al, 2011). 

O diagnóstico parasitológico apresenta 

especificidade de 100%, embora a 

sensibilidade do teste seja limitada quando 

utilizados fluidos e tecidos corporais 

(Solano-Galego, 2001). As formas 

amastigotas podem ser visibilizadas em 

esfregaços e imprints de linfonodos, medula 

óssea e baço. Em preparações coradas com 

Giemsa, o citoplasma aparece azul claro 

com um núcleo relativamente grande em 

vermelho em mesmo plano do núcleo, e, um 

pouco mais à direita deste, encontra-se um 

corpo semelhante à uma haste em vermelho 

ou violeta, que corresponde ao cinetoplasto 

(Srivastava et al, 2011). 

O diagnóstico sorológico é baseado na 

presença de resposta humoral específica 

(Herwaldt, 1999). Dentre eles, a reação de 

imunofluorescencia indireta (RIFI) e o 

Enzyme-linked immunosorbent assay 

(ELISA) são os mais empregados na rotina. 

A RIFI, que geralmente utiliza a forma 

promastigota como antígeno, possui alta 

especificidade e sensibilidade para a 

detecção da leishmaniose canina clínica, 

mas pode apresentar sensibilidade reduzida 

para detectar a doença em cães clinicamente 

saudáveis, porém infectados (Mettler et al., 
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2005). O teste ELISA possui especificidade 

e sensibilidade variados de acordo com os 

antígenos utilizados, que podem ser extratos 

solúveis de promastigotas e proteínas 

recombinantes ou purificadas (Miro´ et al., 

2008). Extratos de parasitas inteiros são 

sensíveis para a detecção de infecções 

clínicas ou subclínicas em cães, mas 

possuem menor especificidade (Mettler et 

al., 2005; Ferreira et al., 2007). Por outro 

lado, ELISA com peptídeos recombinantes 

apresentam 96-100% de especificidade, mas 

são menos sensíveis para a detecção de cães 

infectados clinicamente saudáveis, 

dependendo do antígeno empregado (Mettler 

et al.,2005; Porrozzi et al., 2007).  Reações 

cruzadas são relatadas na literatura, 

envolvendo agentes tais como Babesia canis 

(Mancianti et al., 1996; Gomes e Cordeiro, 

2004), Erlichia sp. (Gomes e Cordeiro, 

2004) e Tripanossoma cruzi (Troncarelli, 

2008). 

A detecção de formas amastigotas de 

Leishmania por imuno-histoquímica em 

tecidos de cães fixados em formalina e 

embebidos em parafina foi descrita 

associada a avaliações histopatológicas. A 

técnica utiliza anticorpos monoclonais ou 

policlonais ou mesmo o próprio soro de cães 

naturalmente infectados (Tafuri et al., 2001; 

Tafuri et. al, 2004). 

 O cultivo das cepas de Leishmania 

pode ser realizado utilizando-se um meio 

bifásico (meio Novy,McNeal e Nicolle) e 

outros meios monofásicos (Schneider’s 

insect medium, M199 ou meio Grace, alfa-

MEM) para conversão de formas 

amastigotas, localizadas nos tecidos, em 

promastigotas, para isolar e multiplicar  os 

parasitos (Solano-Gallego et al., 2011). A 

concentração de amastigotas no tecido pode 

determinar o sucesso no cultivo do parasito 

(Navin, 1990). O material pode ser coletado 

inclusive de cadáveres, fato observado por 

Thomson e Sinton (1921), ao cultivar com 

sucesso o parasito a partir de medula óssea 

de um cadáver humano coletada 14 horas 

pós mortem. 

 A detecção de ácido 

desoxirribonucleico (DNA) específico do 

parasito em tecidos, por meio da técnica de 

PCR, permite um diagnóstico sensível e 

específico. Várias técnicas e várias 

sequências alvo utilizando DNA genômico 

ou do cinetoplasto (kDNA) foram 

desenvolvidas para LVC. Técnicas que 

utilizam kDNA parecem ser mais sensíveis 

para a detecção da infecção (Gomes et al., 

2008; Maia e Campino, 2008; Miró et al., 

2008). A PCR é realizada a partir de DNA 

extraído de tecidos, sangue, fluidos 

biológicos e espécimes histopatológicos, 

sendo medula óssea, linfonodo, baço e pele 

os que apresentam maior frequência de 

detecção da infecção  (Solano-Gallego et al., 

2007; Manna et al., 2008). Amostras de 

swabs conjuntivais também têm se mostrado 

sensíveis e específicas na detecção de L. 

infantum em cães soropositivos que 

apresentam doença clínica (Ferreira et al., 

2008; Ferreira et al., 2013). Estão 

disponíveis três técnicas de PCR: a PCR 

convencional, nested-PCR e PCR em tempo 

real (Gomes et al., 2008; Maia e Campino, 

2008; Miró et al., 2008). Esta última é uma 

técnica mais avançada que permite detectar 

cargas parasitárias muito baixas em 

comparação com a PCR convencional 

(Francino et al., 2006). 

 A atuação das prefeituras no Brasil 

preconiza a realização da sorologia 

utilizando-se métodos padronizados de 

ELISA e RIFI, segundo recomendação do 

Ministério da Saúde (Ministério da Saúde, 

2012). 

2.2 Enxertos ósseos 

2.2.1 Função e classificação 

A enxertia óssea é uma técnica de 

transplante de osso esponjoso ou cortical e 

tem sido utilizada na medicina veterinária 

durante muitos anos. Os enxertos ósseos 
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possuem diferentes funções, sendo elas de 

osteogênese, osteoindução, osteocondução e 

sustentação mecânica (Johnson e Hulse, 

2002).  

A osteogênese implica na formação de novo 

osso por indução a partir de células 

transplantadas do enxerto, que sobreviveram 

à transferência, se proliferam e formam novo 

osso. A capacidade de regeneração óssea é 

dependente da quantidade de células ósseas 

transplantadas e da viabilidade das mesmas. 

A osteoindução consiste na formação de 

tecido ósseo a partir do recrutamento e 

diferenciação de células mesenquimais 

indiferenciadas (fibroblastos) em 

osteoblastos. Essa diferenciação é mediada 

por vários fatores como proteína 

morfogênica óssea, fator de crescimento 

transformante β, citocinas, fator de necrose 

tumoral e prostaglandinas E2. Na 

osteocondução a formação óssea ocorre por 

meio de um processo de crescimento de 

capilares e células mesenquimais, seja 

dentro, ao redor ou através de enxerto, 

atuando como matriz para formação de novo 

osso. Diferentemente da osteoindução, esse 

processo ocorre somente em locais onde já 

existe tecido ósseo. Essas funções variam de 

acordo com o tipo de enxerto utilizado 

(Santos e Rahal, 2004; Pinto et al., 2007;). 

Os enxertos são classificados segundo sua 

estrutura e origem. Pela estrutura 

morfológica, os enxertos ósseos podem ser 

divididos em: esponjoso - formado por osso 

trabecular, poroso e altamente celular, 

obtido da cavidade medular da região 

metafisária de ossos longos; cortical - 

constituído de osso compacto e denso; 

corticoesponjoso - composto de ambos os 

tipos, tais como costela ou asa do ílio 

(Weigel, 1993; Johnson, 1995). Há também 

os enxertos vascularizados que consistem na 

mobilização de um segmento ósseo com seu 

pedículo vascular, que é implantado por 

meio de técnicas de anastomose 

microvascular no defeito (Johnson, 1995; 

Perry, 1999). Quanto à origem, os enxertos 

são classificados em: autógenos ou 

autólogos - quando o tecido transplantado é 

originário do próprio indivíduo; alógenos ou 

homólogos - quando originário de 

indivíduos da mesma espécie, embora 

geneticamente diferentes; xenógenos ou 

heterólogos - quando obtido de indivíduos 

de espécies diferentes; e isógenos ou 

singênicos - ocorre em indivíduos da mesma 

espécie e geneticamente idênticos (Santos e 

Rahal, 2004; Pinto et al., 2007). 

O enxerto deve ser selecionado de acordo 

com sua função requerida. Enxertos 

esponjosos são ricos em células, mas são 

mecanicamente fracos. Eles possuem 

capacidade osteogênica, osteoindutiva e 

osteocondutiva, mas não fornecem suporte à 

carga. Ao contrário, o enxerto cortical 

fornece suporte mecânico, é osteocondutivo 

e estimula uma pequena resposta 

osteogênica (Weigel, 1993; Johnson e Hulse, 

2002; Santos e Rahal, 2004). Os enxertos 

autógenos são os únicos entre os tipos de 

enxerto que fornecem células ósseas vivas 

imunocompatíveis, essenciais na 

osteogênese, responsáveis pela proliferação 

de células ósseas (osteoblastos) que então 

secretam o osteóide. Os enxertos homólogos 

e xenógenos, por serem geneticamente 

diferentes do hospedeiro, antes de sua 

utilização, precisam ser submetidos a algum 

tipo de tratamento que diminua sua 

antigenicidade (Santos e Rahal, 2004; Pinto 

et al., 2007). 

2.2.2 Aloenxertos corticais 

O osso cortical pode ser transplantado a 

fresco imediatamente após sua coleta, ou 

pode ser armazenado em banco de ossos 

oferecendo assim, uma fonte constante para 

utilização (Johnson e Hulse, 2002; 

Piermattei et al., 2006).  

Os aloenxertos são tratados geralmente por 

congelamento, liofilização, esterilização em 

autoclave ou por óxido de etileno, 

preservação química (glicerol) ou irradiação 

para eliminar ou reduzir a atividade celular 
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(Weigel, 1993; Fitch et al., 1997; Fossum, 

2007). 

O congelamento oferece algumas vantagens 

para preservação de implantes ósseos como 

facilidade de armazenamento, resposta 

antigênica diminuída, armazenamento por 

períodos longos e preservação das 

propriedades biomecânicas. Como 

desvantagem tem-se a necessidade de 

encontrar um doador adequado e os custos 

com assepsia (Kerwin et al., 1991; 

Friedlander et al., 1998; Yim et al., 2000). 

Devido à capacidade de alguns raros agentes 

infecciosos permanecerem viáveis a baixas 

temperaturas, os ossos congelados para 

utilização como aloenxertos devem ser 

removidos sob condições rigorosas de 

assepsia (Kerwin et al, 1991). 

A liofilização é realizada por meio de 

congelamento do osso a – 70°C e sua 

posterior exposição ao vácuo até que a 

umidade residual seja inferior a 5%. Alguns 

estudos demonstraram que o processo de 

liofilização fragiliza o enxerto, tornando-o 

mais susceptível a fraturas por compressão. 

Apesar dessa técnica não inibir o processo 

de reparo, não evita a rejeição do enxerto 

(Boyce et al. 1999, Matter et al. 2001).  

A glicerina a 98% mostrou-se eficiente na 

preservação óssea à temperatura ambiente, 

sendo de baixo custo e de fácil obtenção, 

além de apresentar características 

bactericidas e/ou bacteriostáticas 

(Alvarenga, 1992). Pigossi et al. (1971) 

verificaram ação bactericida da glicerina 

sobre bactérias como Staphylococcus 

aureus, Streptococcus faecalis, Escherichia 

coli e Pseudomonas aeruginosa. 

Krauspenhar et al. (2003) testaram os efeitos 

in vitro da glicerina sobre tendões 

inoculados  com bactérias gram negativas e 

gram positivas e verificaram 100% de 

eficácia, desde que as amostras 

permanecessem na glicerina por no mínimo 

30 dias. Foi também observado que bactérias 

gram positivas são mais resistentes à ação do 

conservante. Pinto Junior et al. (1996) 

relataram em estudo microbiológico de 

glicerina ausência de crescimento bacteriano 

e fúngico. Outros autores relataram 

crescimento microbiológico em tecidos 

conservados em glicerol, cuja coleta não se 

deu de forma asséptica (Gioso et al., 2002; 

Giovani et al., 2006).  Em amostras 

assepticamente coletadas e conservadas em 

glicerol não houve desenvolvimento de 

microorganismos (Melo et  al., 1998; Del 

Carlo et al., 1999). Embora menos 

resistentes que o osso fresco, os ossos 

conservados em glicerina não promoveram 

rejeição e mantiveram suas propriedades 

osteoindutivas e osteocondutivas 

(Cavassani, 2001; e Ziliotto et al., 2003) Sua 

principal desvantagem é a perda de suas 

propriedades biomecânicas podendo ocorrer 

fratura do implante no momento da 

colocação dos parafusos (Ziliotto et al., 

2003; Sampaio et al., 2009).  

O óxido de etileno e a esterilização em 

autoclave têm como vantagens a 

possibilidade de utilização de animais com 

doenças transmissíveis como doadores e da 

colheita não exigir assepsia, já que esse 

procedimento é letal para os agentes 

patogênicos. Além disso, técnicas de 

esterilização reduzem a quantidade de DNA 

do tecido, minimizando a possibilidade de 

rejeição por parte do receptor. Gefrides et al. 

(2010) realizaram um experimento com 

amostras de saliva em diferentes volumes 

para detecção de DNA após esterilização em 

autoclave à 120º C por 0, 60, 120 ou 180 

minutos, e observaram que volumes 

menores e períodos maiores de esterilização 

reduziam substancialmente a quantidade de 

DNA detectável no material testado. Apesar 

dessas vantagens, ambos os métodos alteram 

as propriedades biomecânicas do implante, 

predispondo-o a falhas (Wagner, 1994; 

Hooe e Steinberg, 1996).  

As principais complicações associadas a 

enxertos são: infecção, geralmente resultante 

de contaminação do enxerto ou do foco da 
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fratura, que leva à instabilidade e formação 

de sequestros ósseos, rejeição, falha no 

reparo da fratura e fratura do enxerto 

(Johnson e Hulse, 2002). 

2.2.3. Morfofisiologia do tecido ósseo 

O tecido ósseo é formado por um conectivo 

especializado constituído por matriz 

orgânica e minerais e que apresenta três 

tipos celulares: osteoblasto osteócito e 

osteoclasto. A matriz óssea é formada por 

colágeno tipo I e matriz não colagênica 

(água, proteoglicanos, glicosaminoglicanos, 

osteonectina, osteopontina, proteína 

morfogenética óssea osteocalcina, lipídeos, 

metaloproteinases, fosfatases, etc.) (Mears, 

1979; Serakides, 2011). Apresenta dois tipos 

de configuração: trabeluar ou esponjoso e 

osteônico ou compacto. O tecido trabecular 

é formado por trabéculas dispostas uma ao 

lado das outras, conectadas e circundadas 

por tecido conectivo vascular. O tecido 

ósseo osteônico é formado por trabéculas 

dispostas de forma concêntrica em torno de 

um canal contendo conjuntivo vascular 

(canal de Harvers), formando ósteons unidos 

entre si por lamelas intersticiais e constituem 

a cortical óssea. O tecido ósseo é formado 

pelos osteoblastos que sintetizam matriz 

orgânica não mineralizada (osteóide) nas 

superfícies ósseas pré-existentes, sobre 

matriz cartilaginosa ou sobre condensação 

de colágeno. Estão presentes sobre 

superfícies periosteais, endosteais e 

trabeculares (Serakides, 2011). À medida 

que produzem matriz e se tornam envoltos 

por ela, passam a ser denominados 

osteócitos. As principais ações do osteócito 

são manter a viabilidade do tecido ósseo e 

promover a reabsorção óssea por osteólise 

osteocítica (Burger et al., 1995; Qing e 

Bonewald, 2009; Serakides, 2011). Os 

osteoclastos são células multinucleadas 

responsáveis pelo processo de reabsorção 

óssea por osteoclasia, com retirada de 

minerais e degradação da matriz. Localizam-

se na superfície das trabéculas e dos canais 

de Harvers e no periósteo, alojados nas 

lacunas de Howship (Boyle, 2003). 

2.2.4. Comportamento biomecânico do osso 

De acordo com Hulse e Hyman (1998), as 

quatro forças fisiológicas primárias que 

podem ser aferidas sobre o osso são: a 

compressão axial, a tensão axial, a flexão e a 

torção. Cada uma destas forças, 

isoladamente ou em conjunto, resulta em um 

padrão complexo de pressões e deformações 

internas no âmbito do osso. Fatores 

importantes na gênese de fraturas são: a 

magnitude, a duração e a direção destas 

forças atuando no osso (Burstein et al., 

1972). 

O osso cortical diafisário é um material 

composto basicamente por hidroxiapatita, 

uma cerâmica de alta resistência, que lhe 

confere rigidez, e por uma matriz composta 

principalmente por colágeno, uma proteína 

responsável por suas propriedades elásticas e 

plásticas. Sua estrutura não homogênea, a 

existência de trabeculados ósseos com 

arquitetura bem definida (alinhamento 

principal) e a interposição de fluídos 

conferem ao mesmo características de 

anisotropia e de viscoelasticidade (Mears, 

1979).   

Quando um osso é submetido a uma carga 

de compressão, sofre uma deformação, que 

ocorre em dois momentos: no primeiro, 

quando retirada a força deformadora, o osso 

retorna à sua forma inicial (deformação 

elástica); no segundo momento, se maior 

estresse ou esforço for aplicado ao material, 

seu poder de retornar à forma original será 

perdido (deformação plástica). O ponto que 

delimita a divisão entre a deformação 

elástica e a plástica é chamado de ponto de 

cessão ou limite de proporcionalidade 

(Harkess et al., 1993).  

Os ensaios mecânicos têm a finalidade de 

determinar as propriedades estruturais de 

diferentes tipos de materiais.  Basicamente, 

existem dois tipos de ensaios: os destrutivos 
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e os não destrutivos. O primeiro promove a 

ruptura ou inutilização do material, e nessa 

categoria estão incluídos os testes de tração, 

impacto, torção, compressão, flexão e 

fadiga. Nos ensaios não destrutivos estão 

incluídos os testes de ultrassom, raios-X e 

outros que podem determinar as 

propriedades físicas ou mecânicas do 

material analisado (Souza, 1974). O tipo de 

ensaio biomecânico empregado depende do 

tipo de material testado, da finalidade a que 

se destina, do tipo de esforços a que será 

submetido e das propriedades mecânicas a 

serem medidas. Para a análise de enxertos 

ósseos o principal teste a ser realizado é o de 

compressão axial (Castania, 2002). 

Baseando-se no fato de que a maioria dos 

métodos de conservação exercem efeito 

deletério sobre a resistência óssea (Del Carlo 

et al., 1999), vários testes biomecânicos têm 

sido realizados em ossos visando analisar 

suas características estruturais e para melhor 

entender as forças e os movimentos que o 

esqueleto apendicular deve resistir (Cornu et 

al., 2003; Ball et al., 2004).  

3. MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1.  Obtenção dos animais 

Este projeto foi aprovado pelo Comitê de 

Ética em Experimentação Animal (CETEA) 

sob o protocolo 266/11 (Anexo 1). 

Foram utilizados para o desenvolvimento 

deste estudo 54 cadáveres de cães sem 

seleção para raça ou sexo. Os animais foram 

divididos em dois grupos, sendo o grupo I 

constituído por 43 cadáveres de animais que 

vieram à óbito ou foram eutanasiados devido 

à infecção por Leishmania sp., e o grupo II, 

constituído por 11 animais cujo óbito se 

deveu a motivos diferentes da infecção pelo 

parasito. Os integrantes do grupo I 

apresentaram obrigatoriamente sorologia 

positiva para Leishmaniose, sendo utilizados 

os testes de Reação de Imunofluorecência 

Indireta (RIFI) e Enzyme-Linked 

Immunoabsorbent Assay (ELISA). O exame 

sorológico foi proveniente de laboratórios 

particulares, do laboratório de leishmanioses 

do Departamento de Epidemiologia da 

Escola de Veterinária da UFMG ou de 

Centros de Controle de Zoonoses das 

prefeituras municipais. Amostras de medula 

óssea coletadas dos animais do grupo II 

foram submetidas ao teste de reação em 

cadeia da polimerase (PCR) para verificação 

da ausência de Leishmania sp., juntamente 

com avaliação de esfregaços por extensão e 

por aposição  em lâminas, realizados com 

medula óssea e linfonodos, respectivamente. 

Além disso, foram coletados fragmentos de 

fígado, baço, linfonodo, rim e pele dos 

animais deste grupo para realização de 

imuno-histoquimica para Leishmania sp., 

confirmando a ausência de infecção prévia 

nos animais. Todos os cadáveres utilizados 

foram oriundos de cães que vieram a óbito 

ou foram eutanasiados no Hospital 

Veterinário da Universidade Federal de 

Minas Gerais. 

3.2. Coleta do material 

3.2.1 Grupo I: Animais naturalmente 

infectados com Leishmania sp. 

A coleta das amostras nos animais deste 

grupo foi realizada com instrumentos 

esterilizados, após tricotomia e degermação 

prévia do membro pélvico direito e 

isolamento da região com panos estéreis, por 

indivíduo adequadamente paramentado na 

sala de técnica operatória de pequenos 

animais do Hospital Veterinário da UFMG. 

A abordagem ao fêmur procedeu-se com 

incisão de pele crânio-lateral desde a 

articulação coxo-femural até a tíbia 

proximal. Posteriormente foi realizada uma 

incisão na fáscia lata com subsequente 

afastamento dos músculos bíceps femoral e 

vasto lateral, e exposição do fêmur. A 

musculatura ao redor do osso foi seccionada 

em suas inserções com bisturi, liberando 

toda a diáfise. Em seguida, músculos e 

ligamentos extra e intra-articulares foram 

seccionados, nas articulações fêmuro-tíbio-
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patelar e coxo-femoral, com ressecção de 

todo o osso (Figura 3a e 3b). Uma vez 

removido, o osso foi seccionado com auxílio 

de uma serra sagital na região metafisária 

proximal, retirando-se a cabeça e colo 

femorais. A medula foi removida do canal 

medular com o emprego de um pino 

intramedular ou pinça anatômica e coletada 

em dois tubos eppendorf® de 2 mL. A 

amostra destinada à cultura foi apenas 

refrigerada e a amostra para PCR, congelada 

(Figura 3c e 3d). Parte da medula foi 

utilizada para a confecção de esfregaços 

corados com Panótico Rápido (Laborclin 

Brasil) para exame parasitológico direto 

(Figura 4).  

 

 
FIGURA 3: Procedimento de coleta do fêmur de animais infectados com Leishmania sp. A: Exposição do fêmur. B: 

Fêmur removido. C: Secção de cabeça e colo femorais com serra sagital. D: Armazenamento da medula em tubo  

eppendorf®. E: Fragmentação da diáfise femoral com pinça goiva. F: Fragmentos da diáfise após lavagem com soro 

fisiológico a 0,9%. 

A B 

D C 

E F 
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O osso cortical diafisário foi dividido em 

duas partes, sendo a primeira fragmentada 

em diversas pequenas partículas de cerca de 

0,3 a 0,5 cm com uma pinça goiva. Os 

fragmentos foram agrupados e lavados com 

solução salina a 0,9% até a completa 

remoção da medula e tecidos moles 

adjacentes. Os fragmentos foram divididos 

em dois tubos eppendorf ® de 2,0 mL e em 

um tubo falcon® de 50 mL contendo 

glicerol PA a 85%. Um tubo eppendorf® 

contendo material coletado foi refrigerado 

para posterior cultivo do material, e o outro 

foi autoclavado antes da colocação de seu 

conteúdo em meio de cultura (Figura 3e e 

3f). 
 

Em 11 cadáveres, dos 43 do grupo I, a outra 

parte da diáfise foi utilizada para a coleta de 

22 fragmentos circulares de 

aproximadamente 0,7 a 1,2 cm de 

comprimento da diáfise femoral (de acordo 

com o porte do animal), sendo que 11 

fragmentos foram conservados em frasco 

contendo formol a 10% para avaliação 

morfométrica e o restante foi congelado e 

reservado para avaliação mecânica.  

 

3.2.2. Grupo II: Animais não infectados 

por Leishmania sp. 

Os 11 animais selecionados para compor o 

grupo negativo vieram a óbito por motivos 

diversos e diferentes de leishmaniose, sendo 

as alterações macroscópicas encontradas 

durante a necropsia não características desta 

doença.  

Na sala de necropsias do Departamento de 

Clínica e Cirurgia Veterinárias (DCCV), 

foram coletadas 22 amostras provenientes da 

diáfise do fêmur de membros pélvicos 

direitos destes cadáveres. A coleta das 

amostras se procedeu da mesma forma que 

no grupo I. Os 11 fragmentos destinados à 

avaliação mecânica foram armazenados em 

frasco seco e congelados, enquanto os outros 

fragmentos foram conservados em frasco 

contendo formol a 10% tamponado para 

posterior avaliação histológica.  

A partir de material da medula óssea e de 

linfonodos foram realizados esfregaços por 

extensão e por aposição em lâminas de 

vidro, posteriormente coradas com panótico 

rápido (Laborclin Brasil). Parte do material 

coletado da medula óssea foi utilizado para a 

PCR. 

Durante o procedimento de necropsia, 

realizado pela equipe do Laboratório de 

Anatomia Patológica do DCCV, foram 

coletados fragmentos de fígado, baço, rim, 

linfonodos e pele da ponta da orelha dos 

animais, e armazenados em formol a 10% 

tamponado. O material foi encaminhado ao 

Departamento de Patologia Geral do 

Instituto de Ciências Biológicas (ICB) da 

UFMG para realização de imuno-

histoquímica, segundo técnica de Tafuri et 

al., 2004. 

3.3. Cultura da medula óssea e dos 

fragmentos de fêmur antes de 

processamento 

No Laboratório de Leishmanioses do 

Departamento de Parasitologia do Instituto 
FIGURA 4: Formas amastigotas de Leishmania 

sp. (setas vermelhas) em macrófagos. Esfregaço 

de medula óssea, corado pelo Panótico Rápido 

(Laborclin Brasil®). 
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de Ciências Biológicas (ICB), as amostras 

de osso cortical e medular provenientes dos 

animais do grupo I foram cultivadas 

separadamente. Aproximadamente 0,3 mL 

de medula foi acrescido ao meio de cultura. 

Os fragmentos de osso cortical foram 

incluídos no meio em quantidade de 

aproximadamente 30 mg. O processo foi 

realizado dentro de capela de fluxo laminar 

(VECO) em tubos de vidro esterilizados 

contendo meio de cultura bifásico NNN - 

Novy, McNeal e Nicolle (Nicolle, 1908 

citado por De Freitas et al., 2006) 

enriquecido com meio MEM (Minimum 

Essential Medium, Gibco, Estados Unidos). 

As amostras foram mantidas à 23º C + ou – 

1º C em estufa biológica (FANEM, Brasil). 

A cada 10 dias as culturas eram examinadas 

para avaliação da presença e multiplicação 

de formas promastigotas de Leishmania sp., 

sendo realizados até dois repiques, 

incluindo-se uma alíquota do primeiro tubo 

em outro com novo meio de cultura. As 

amostras que obtiveram crescimento das 

formas promastigotas foram criopreservadas 

em nitrogênio líquido.  

3.4.  Cultura dos fragmentos de fêmur 

após os processamentos 

Os ossos destinados ao armazenamento em 

glicerol PA a 85% permaneceram no tubo 

falcon® estéril de 50 ml com este conteúdo 

por 30 dias. O tratamento por esterilização 

em autoclave foi realizado utilizando-se 

temperatura de 120°C durante 30 minutos, 

permanecendo os tubos eppendorf®, que 

continham as amostras, com as tampas 

discretamente abertas, porém cobertas com 

papel alumínio. Após serem submetidas aos 

tratamentos, as amostras foram inoculadas 

em meio de cultura para Leishmania sp. da 

mesma forma descrita para as amostras não 

tratadas.  

3.5.  Avaliação histológica  

No laboratório de Anatomia Patológica do 

DCCV, as onze amostras de osso de animais 

infectados e onze de animais não infectados 

foram transferidas para um frasco com 

solução descalcificadora a base de ácido 

fórmico a 50%. A solução foi trocada por 

uma nova a cada 48 horas até as amostras 

adquirirem textura para corte e imagem 

radiográfica compatível com a 

descalcificação (Figura 5). Uma vez 

descalcificadas, as amostras foram lavadas 

em água corrente durante 24 horas e em 

seguida processadas no histotécnico (Leica 

TP1020®) e incluídas em blocos de 

parafina. Foram realizados cortes de quatro 

micrômetros para confecção das lâminas que 

foram submetidas à técnica de coloração 

com hematoxilina-eosina para avaliação 

histológica em microscópio óptico. 

A avaliação deu-se por contagem diferencial 

dos componentes da cortical óssea em 

gratícula de 121 pontos, utilizando-se a 

objetiva de 20x, em sete campos distintos de 

cada lâmina. Foram contabilizados 

osteócitos, canalículos ósseos, matriz óssea e 

artefatos de técnica. Os artefatos, quando 

existiam, foram excluídos do total de 121 

interseções para o cálculo das porcentagens 

reais das estruturas avaliadas, que foi 

realizado por meio de regra de três. 

 

 

FIGURA 5: Radiografia das amostras de osso após 

20 dias em solução descalcificadora. As setas 

apontam regiões ainda calcificadas.  
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3.6. Teste de Reação em Cadeia da 

Polimerase (PCR)  

A técnica de PCR convencional foi realizada 

nas amostras de medula dos cães não 

infectados e de cães infectados utilizando-se 

um kit de extração (Invitrogen) e protocolo 

sugerido pelo fabricante. Após extração do 

DNA, as amostras foram amplificadas e 

aplicadas em gel de poliacrilamida que foi 

submetido à eletroforese. Para identificação 

de DNA de Leishmania sp., utilizaram-se os 

primers LV-P1 e LV-P2, segundo técnica 

descrita por Piarroux et al. (1993). O 

iniciador descrito por este autor é formado 

por um par de oligonucleotídeos que 

amplifica um fragmento de 100pb da região 

conservada do kDNA do minicírculo do 

complexo Leishmania donovani: LV-P1 [5’- 

ACGAGGTCAGCTCCACTCC -3’]  e LV-

P2 [5’ CTGCAACGCCTGTGTCTACG-3’]. 

O teste foi realizado no Laboratório de 

Biologia de Leishmania do Departamento de 

Parasitologia do ICB, sendo os parasitos 

isolados identificados como Leishmania 

infantum.  

3.7. Ensaio de compressão mecânica 

 As amostras de osso coletadas para a 

realização do ensaio mecânico foram 

armazenadas em congelador (-18ºC) pelo 

período de até nove meses. Foram 

descongeladas à temperatura ambiente e 

reidratadas em solução salina a 0.9% duas 

horas antes da realização dos testes. As 

amostras tiveram suas extremidades lixadas 

com lixa de parede umedecida em água para 

que ficassem lisas e permitissem contato 

uniforme com as placas do aparelho de 

compressão, no qual eram posicionadas em 

seu eixo longitudinal (Figura 6b). Foi 

utilizado o equipamento de ensaios universal 

Instron modelo 5582 (Figuras 6a e 6b), com 

célula de carga de 100KN. A velocidade do 

ensaio foi de 0,01mm/s. 

Com o auxílio de um paquímetro foram 

medidos os diâmetros externo e interno 

(ambos nos sentidos crânio-caudal e médio-

lateral) da superfície das amostras e o 

comprimento das mesmas. O valor médio do 

diâmetro foi considerado para a realização 

do cálculo da área da superfície de cada 

amostra e da tensão máxima exercida pelo 

aparelho no momento de máxima 

deformação do osso. 

 

 

 

Para minimizar o efeito da variação entre 

raças e tamanhos sobre o resultado do teste, 

as amostras de cada grupo foram 

selecionadas de maneira que os 

comprimentos dos fragmentos ósseos 

variassem de forma similar entre grupos. 

Para corrigir as diferenças entre as áreas das 

amostras, foi utilizada a fórmula t=F/A para 

o cálculo da tensão máxima, sendo t= 

tensão; F= força ou carga máxima de 

compressão; e A= área da superfície da 

amostra (área hachurada na Figura 7). A 

medula óssea foi retirada para permitir 

maior uniformidade da amostra em termos 

de composição da mesma, uma vez que 

medula e cortical ósseas apresentam 

componentes diferentes e, portanto, 

resistências diferentes.  

FIGURA 6: A: equipamento de ensaios universal 

Instron modelo 5582; B: amostra de osso cortical 

posicionada em seu eixo longitudinal no 

equipamento para o início do ensaio. Fonte: arquivo 

pessoal. 

 

A B 
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O módulo de elasticidade foi calculado 

baseando-se na escolha de dois pontos no 

gráfico obtido a partir da deformação 

causada nas amostras de acordo com cada 

tensão aplicada. Estes pontos faziam parte 

do regime elástico, que é graficamente 

retilíneo, em todas as amostras, sendo uma 

tangente traçada adjacente à cada curva de 

compressão formada para a seleção de seu 

trecho retilíneo. O valor do módulo de 

elasticidade é o quociente entre a diferença 

entre os valores de tensão e a diferença entre 

os valores de deformação, nos dois pontos 

selecionados no gráfico, conforme a fórmula 

Δσ/ΔƐ=(σB-σA)/(ƐB-ƐA), sendo σ = tensão 

(Mpa) e Ɛ = deformação (%). 

3.8. Análise estatística dos dados 

A escolha dos testes estatísticos para cada 

ítem estudado neste trabalho foi feita de 

acordo com Sampaio (2002). A eficácia dos 

dois tratamentos aplicados ao osso cortical 

(armazenamento em glicerol e esterilização 

por autoclave) foi realizada por meio da 

aplicação do teste de McNemar, 

comparando-se o grupo controle com cada 

um dos tratamentos separadamente. Já a 

comparação entre o número de amostras de 

medula e cortical positivas na cultura foi 

realizada por meio de análise de variância 

(ANOVA) e teste de Fischer. A comparação 

dos dados obtidos na avaliação histológica 

se deu por meio de ANOVA com 

subsequente aplicação do teste Fischer para 

cada uma das estruturas (osteócito, matriz e 

canalículo ósseos) consideradas 

separadamente, entre o grupo controle (cães 

sem infecção) e o grupo infectado por L. 

infantum. O mesmo teste foi aplicado na 

comparação da tensão máxima e do módulo 

de elasticidade obtidos no teste de 

compressão mecânica dos ossos entre cães 

infectados (positivos) e não infectados 

(negativos). Foi realizada análise do 

coeficiente de correlação de Spearman entre 

os testes diagnósticos (parasitológico direto, 

PCR convencional e cultura utilizando-se 

osso cortical e medular). 

4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

4.1 Confirmação do grupo de animais 

não infectados 

Os esfregaços de medula óssea e linfonodos 

não demonstraram formas amastigotas do 

parasito em nenhum dos animais 

selecionados. Além disso, nenhum deles 

apresentou marcações de Leishmania sp. à 

imuno-histoquímica em todos os tecidos 

avaliados, à exceção da amostra selecionada 

do laboratório para controle positivo. Em 

conformidade com a literatura (Tafuri et al., 

2004) a técnica apresentou-se eficaz na 

detecção dos parasitos. A PCR também não 

apresentou banda específica para o parasito 

nos cães supostamente livres da doença, 

enquanto o controle positivo formou uma 

banda nítida. Assim, todos os animais do 

grupo não infectado foram incluídos no 

trabalho. 

4.2 Avaliação do crescimento de 

Leishmania sp. em meio de cultura 

 A Figura 8 apresenta dados gerais 

sobre o crescimento dos parasitos em meio 

de cultura antes e após cada processamento 

do osso, e a Figura 9 mostra o resultado 

referente a cada animal. Houve crescimento 

de Leishmania sp. em culturas de 27 

amostras de medula óssea e 22 de osso 

cortical, não havendo diferença significativa 

de isolamento do parasito entre esses tecidos 

(p>0.05). Uma hipótese para o ocorrido é 

que a L. infantum, um parasita do sistema 

monocítico-fagocitário (Alvar et al, 2004), 

invade osteoclastos, que fazem parte deste 

sistema (Boyle, 2003) para sua 

multiplicação, mantendo o tecido infectado. 

Além disso, a proximidade da cortical com a 

medula óssea, um dos tecidos mais 

a 
A 

FIGURA 7: Área e altura da amostra de osso 

para cálculo da tensão máxima. a: altura e A : 

área. 
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acometidos em animais com leishmaniose 

visceral (Tafuri et al., 2001; Solano-Gallego 

et al, 2007; Manna et al., 2008), poderia 

promover a extensão da infecção para este 

tecido. A Figura 10 mostra formas 

promastigotas cultivadas a partir da cortical 

óssea, formando as chamadas rosetas. 

 

 

 
FIGURA 8: Número de amostars positivas, negativas e contaminadas no cultivo de osso cortical e medula óssea sem 

tratamento e submetidos a esterilização em autoclave e armazenamento em glicerol de cães naturalmente infectados 

com Leishmania sp. n= 43. 
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FIGURA 9: Relação de animais sorologicamente positivos para Leishmania sp, envolvidos no experimentodo, e 

crescimento dos parasitos em meio de cultura antes e após cada processamento do osso. No eixo das ordenadas 0= 

ausência de crescimento e 1= crescimento de formas amastigotas. 

Dentre os treze animais cujas amostras não 

apresentaram crescimento do parasito em 

meio de cultura, quatro apresentaram-se 

contaminadas com bactérias ou fungos, 

prejudicando o possível crescimento de 

Leishmania sp. Outras duas evidenciaram 

outro parasito (Erlichia canis) no esfregaço 

de medula óssea, fato que justificaria a 

positividade no exame sorológico por meio 

de reação cruzada, sem que o animal 

estivesse realmente infectado por 

Leishmania sp. Reação cruzada entre 

leishmaniose visceral e infecção por Babesia 

canis pelo teste de dot-ELISA foi observada 

em um cão por Mancianti et al. (1996), e em 

cães infectados por B. canis e  Ehrlichia sp 

pelos testes RIFI e ELISA (Gomes e 

Cordeiro, 2004; Ferreira et al., 2007).  

Troncarelli et al. (2008), por sua vez, 

relataram reação cruzada no teste RIFI entre 

Leishmania sp. e Trypanosoma cruzi, devido 

a proximidade filogenética destes agentes. 

Para os sete animais restantes suspeita-se 

que também houve resultado sorológico 

falso positivo (para aqueles com esfregaço 

de medula óssea negativo) ou que a carga 

parasitária no tecido não foi suficiente para 

permitir o crescimento em meio de cultura 

(Navin, 1990). 

 
FIGURA: 10: Formas promastigotas de Leishmania 
infantum cultivadas a partir de amostra de osso cortical.  No 

centro, os parasitos se reúnem formando rosetas. 
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Não houve crescimento de Leishmania sp. 

após o armazenamento em glicerol por 30 

dias em nenhuma das amostras, inclusive 

naquelas positivas previamente à 

conservação/tratamento. A avaliação 

estatística mostrou diferença (p<0,0001) 

entre o grupo sem tratamento e o grupo 

glicerol (Figura 11), permitindo afirmar que 

o armazenamento no glicerol durante o 

período referido foi uma técnica eficaz para 

a destruição do parasito. Isto sugere que 

enxertos ósseos após este processamento não 

transmitem a infecção por L. infantum para o 

cão receptor do transplante.  

 
FIGURA: 11: Número de amostras positivas (Pos) e 

negativas (Neg) na cultura de Leishmania antes 

(Controle) e após os tratamentos dos ossos 

(esterilização em autoclave ou armazenamento em 

glicerol). 

 

Efeitos bactericidas ou bacteriostáticos do 

glicerol são citados na literatura (Pigossi  et 

al., 1971; Pinto Junior et al., 1996; Melo et  

al., 1998; Del Carlo et al., 1999; 

Krauspenhar et al., 2003). Essa capacidade 

antimicrobiana se deve ao fato de que a 

glicerina a 98% é um agente fixador e 

desidratante de atuação rápida, agindo como 

um poderoso antisséptico (Alvarenga, 1992). 

O mesmo poderia justificar a eficácia do 

produto na eliminação de Leishmania sp. 

No presente estudo, apesar da coleta 

asséptica das amostras, algumas culturas 

contendo tecidos conservados em glicerol 

apresentaram crescimento bacteriano 

discreto. Desta forma, pode-se inferir que 

existe uma limitação na capacidade 

bactericida do produto, ou seja, nem todos 

os tipos de bactérias são afetadas pelo 

glicerol, mesmo após 30 dias de 

armazenamento. O glicerol teria uma 

atividade bacteriostática, conforme 

demonstrado também em estudos de Melo et 

al, (1998), Del Carlo et al. (1999), Gioso et 

al. (2002), Ziliotto et al. (2003) e Giovani et 

al., (2006), e não bactericida, como citaram 

outros autores (Pigossi et al., 1971; Pinto-

Junior et al., 1996; Krauspenhar et al., 

2003). 

Devido à presença de agentes que dificultam 

a extração de DNA no osso cortical, como o 

cálcio, a técnica de PCR após o 

armazenamento em glicerol não foi 

realizada, uma vez que a metodologia exige 

kits/produtos específicos. É importante 

avaliar futuramente a presença de DNA do 

parasito no osso cortical após o 

armazenamento em glicerol, tendo em vista 

a possibilidade de redução da rejeição do 

enxerto. 

Com relação às amostras esterilizadas em 

autoclave, nenhuma mostrou crescimento de 

Leishmania sp. Comparando-se o grupo 

controle (não tratado) com o grupo 

esterilizado, houve diferença estatística 

(p<0,0001), permitindo afirmar que o 

método testado é eficaz para impedir que a 

infecção seja transmitida a um animal 

receptor de enxerto ósseo (Figura 11). A 

literatura já aborda a eficácia da 

esterilização por autoclave contra 

microorganismos, principalmente 

bacterianos (Hooe e Steinberg, 1996).  Além 

disso, temperatura utilizada para a 

esterilização é muito superior à citada por 

outros autores como letal ao parasito 

(Berman e Neva, 1981; Biegel et al., 1983; 

Rioux et al., 1985; Raina e Kaur, 2006). 

A PCR do osso cortical após esterilização 

em autoclave para detecção de DNA de L. 

infantum não foi realizada pelos mesmos 

motivos já mencionados para as amostras 
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armazenadas em glicerol. A literatura, 

porém, cita a redução da quantidade de 

DNA quando se emprega este tipo de 

esterilização. Gefrides et al. (2010) após 

esterilização de materiais contendo saliva 

em autoclave por diferentes tempos 

concluíram que o número de alelos 

detectáveis diminuiu proporcionalmente ao 

aumento do tempo de esterilização, sendo 

que, com 60 minutos, mais de 75% do perfil 

já havia sido eliminado. Apesar disso, 

vacinas feitas com diversas espécies de 

Leishmania autoclavada foram testadas para 

produção de resposta imunológica eficaz 

contra o parasito e obtiveram êxito, 

comprovando a existência de uma 

capacidade antigênica (Sharifi et al, 1998; 

Srivastava eta al, 2003; Gramiccia e 

Gradoni, 2005; Nagill et al, 2009). Desta 

forma, são necessários estudos mais 

detalhados sobre a eliminação do DNA de 

Leishmania sp. após a esterilização do 

enxerto por períodos, temperatura e pressão 

diferentes, bem como uma análise mecânica 

da resistência do material para cada 

sequência de tempo escolhida, visando a 

verificação da integridade do osso em cada 

caso e a resposta inflamatória produzida 

pelo enxerto no receptor. Também deve-se 

avaliar se ocorre manutenção das 

propriedades osteogênica, osteoindutora e 

osteocondutora, descritas por Weigel (1993), 

Johnson (1995), Perry (1999), Johnson e 

Hulse (2002), Santos e Rahal (2004), e Pinto 

et al (2007), muito importantes para o 

sucesso do enxerto. Desta forma, torna-se 

possível selecionar a melhor associação 

entre a porcentagem de DNA eliminado, 

manutenção das propriedades 

osteocondutora, osteoindutora e osteogênica, 

e a resistência mecânica do material para 

enxerto. 

Uma vez que ambos os tipos de 

processamento do osso obtiveram sucesso na 

eliminação do parasito em questão, a escolha 

da melhor técnica para a conservação do 

osso dependerá de outros fatores, tais como: 

a resistência mecânica oferecida pelo 

material, o tipo de coleta no doador (forma 

asséptica ou não), a capacidade do material 

para osteogênese, osteoindução e 

osteocondução e o custo da técnica. Neste 

trabalho, optou-se por estudar as técnicas de 

armazenamento em glicerol e esterilização 

em autoclave devido ao seu baixo custo e a 

facilidade de execução associados à 

qualidade que proporcionam ao enxerto. É 

importante ressaltar que ambas apresentam 

limitações, como a redução da resistência 

mecânica nos tecidos autoclavados e a 

redução da capacidade osteogênica em 

ambas as técnicas. Desta forma, outras 

técnicas de processamento do osso também 

devem ser estudadas futuramente quanto à 

capacidade de eliminação da Leishmania sp., 

tendo em vista que cada uma apresenta suas 

vantagens e limitações que devem ser 

analisadas para a escolha da melhor técnica 

a ser aplicada em cada caso, como citado na 

literatura (Pigossi  et  al., 1971; Kerwin et 

al., 1991; Weigel, 1993; Wagner, 1994; 

Pinto-Junior et al., 1996; Hooe e Steinberg, 

1996; Fitch et al., 1997; Friedlander et al., 

1998; Boyce et al. 1999; Del Carlo et al., 

1999; Yim et al., 2000; Matter et al. 2001; 

Cavassani, 2001;  Gioso et al., 2002; 

Castania, 2002; Johnson e Hulse, 2002; 

Cornu et al., 2003; krauspenhar et al., 2003;  

Ziliotto et al., 2003; Ball et al., 2004; 

Piermattei et al., 2006; Giovani et al., 2006; 

Fossum, 2007; Sampaio et al., 2009).   

Um fato interessante foi o isolamento de L. 

infantum mesmo de amostras coletadas em 

cadáveres com 48 horas pós-morten e 

mantidos em câmara refrigerada. Thomson e 

Sinton, (1921) verificaram crescimento de L. 

infantum em meio NNN, o mesmo utilizado 

neste trabalho, com amostra de medula óssea 

proveniente de um cadáver com 14 horas 

pós-mortem, afirmando a resistência elevada 

do parasito em tecidos internos, que 

oferecem maior proteção, sem especificar os 

mecanismos para o ocorrido. A Figura 12 

identifica as amostras que cresceram nas 

culturas de cada animal e o período entre o 

óbito do paciente e a coleta do material. 
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Não foram coletadas amostras de animais 

cujo período pós-mortem era superior a 48 

horas para prevenir riscos de contaminação 

devido ao processo de decomposição dos 

cadáveres, fato este que poderia prejudicar o 

crescimento das promastigotas nas amostras 

sem tratamento. Uma avaliação mais 

detalhada do crescimento do parasito em 

cadáveres com mais de 48 horas pós-mortem 

é necessária para maiores informações 

referentes aos mecanismos de resistência da 

Leishmania sp.  

 

 

 

FIGURA 12: Relação das amostras de cada animal positivas na cultura e o período entre o óbito do paciente e a 

coleta do material. 

 

4.3 Ensaio mecânico de compressão 

Para a inclusão das amostras nos resultados 

foram utilizadas seis das 11 colhidas para os 

testes mecânicos, devido à seleção dos 

animais, que deveriam ter idade superior a 

dois anos e não serem castrados, e devido à 

perda de amostras durante a padronização 

dos testes mecânicos. 

O teste mecânico utilizado permitiu a 

obtenção de vários pontos de deformação da 

amostra sob diferentes cargas até que o osso 

se rompesse, sendo a carga aplicada neste 

momento considerada a máxima, e foi a 

utilizada para o cálculo das tensões de 

deformação. As Figuras 13a e 13b 

apresentam exemplos das amostras após sua 

ruptura, no momento em que o teste era 

interrompido.  
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FIGURA 13: A e B: Exemplos das amostras após sua 

ruptura (setas), no momento em que o teste era 

interrompido. 

 

Os valores encontrados para a tensão de 

deformação máxima de cada amostra estão 

listados na Tabela 1 e as curvas produzidas 

durante o teste estão caracterizadas nas 

Figuras 14 e 15. Não houve diferença 

estatística (p>0,05) entre os grupos de 

animais infectados e não infectados, ou seja, 

os grupos apresentam resistência mecânica 

similar à compressão do osso. Também não 

houve diferença estatística significativa 

(p>0,05) no módulo de elasticidade obtido 

para os animais de cada grupo.  

Pouco foi estudado sobre as alterações na 

cortical óssea causadas pela leishmaniose. 

Os trabalhos que relatam alterações corticais 

mencionam principalmente casos de 

osteomielites com características líticas na 

cortical e infiltrado inflamatório 

(Spreng,1993; Buracco et al., 1997; 

McConckey et al., 2002; Agut et al., 2003; 

Costa et al., 2005; De Souza et al., 2005; 

Costa et al., 2006; Santos et al., 2006). Essas 

alterações, no entanto, são macroscópica e 

radiograficamente visíveis neste estágio, e 

tal osso não seria incluído em um banco de 

ossos. Desta forma, são necessários mais 

estudos mecânicos e histológicos da cortical 

óssea, inclusive quanto à composição de 

hidroxiapatita e colágeno, responsáveis, 

respectivamente, pela rigidez e elasticidade 

do tecido ósseo (Mears, 1979; Harkess, 

1993; Serakides, 2011) para verificar se uma 

amostra aparentemente sadia não apresenta 

lesões e/ou alterações microscópicas na 

composição que comprometeriam as funções 

mecânicas do enxerto.  

 

TABELA 1: Valores de tensão máxima e módulo de elasticidade obtidos para as amostras de cães infectados e não 

infectados por Leishmania sp. 

Amostras 
Positivas 

Tensão máxima 
(N/mm2) 

Módulo de elasticidade 
(MPa) 

 Amostras 
Negativas 

Tensão máxima 
(N/mm2) 

Módulo de 
elasticidade (MPa) 

LV1 120,961 29,29607  N34071 8 124,792 47,8734 

LV3 119,591 14,38852  N46724 7 97,6526 23,9508 

LV10 88,1181 15,40299  N46989 9 82,1719 37,21321 
LV12 74,9948 12,28745  N47096 10 103,203 24,79996 

LV14 74,5784 22,53636  N47169 5 92,9168 34,99436 

LV18 132,23 47,182  N47182 6 142,816 31,0354 

Média 101,74 23,51   107,26 33,31 

DV 25,72 13,19   22,43 8,89 

CV (%) 25 56   21 27 

Legenda: LV: Leishmaniose Visceral; N: Negativos para leishmaniose; DV: desvio padrão; CV: coeficiente de variação. 

 

A 

B 
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Outras técnicas para avaliação de resistência 

do tecido (Souza, 1974) e outras forças de 

atuação no osso citadas na literatura 

(Burstein, 1972; Hulse e Hyman, 1998) 

também devem ser estudadas em amostras 

de animais infectados para confirmar a 

normalidade da resistência mecânica, 

encontrada neste estudo.  

 

 
FIGURA 14: Tensão (MPa)  versus deformação(%) das amostras de osso não infectadas.  A faixa encontrada entre 

os traçados A e B foi utilizada para o cálculo do módulo de elasticidade. 
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FIGURA 15: Tensão (MPa)  versus deformação(%) das amostras de osso infectadas com Leishmania infantum. A 

faixa encontrada entre os traçados A e B foi utilizada para o cálculo do módulo de elasticidade . 

 

4.4 Avaliação morfométrica 

Para a inclusão das amostras nos resultados 

foram utilizadas oito das 11 amostras 

colhidas para morfometria devido à seleção 

dos animais, que deveriam ter idade superior 

a dois anos e não serem castrados. 

Na avaliação histológica não foram 

observadas alterações patológicas como 

áreas líticas, necróticas, células atípicas, etc., 

em nenhum dos grupos estudados.  

A contagem diferencial, em porcentagem, de 

canalículos, osteócitos e matriz óssea nos 

animais dos grupos infectados e não 

infectados estão na Tabela 2. A média de 

canalículos foi de 3,84% e 3,16%, 

respectivamente, nos grupos de animais 

infectados e não infectados, sendo que, na 

análise estatística dos dados, não houve 

diferença significativa entre os grupos 

(p>0,05). O coeficiente de variação (CV) 

para o grupo de animais não infectados foi 

de 26,16% e o dos animais infectados de 

56,6%. Este último determina uma variação 

grande de dados no grupo, sendo, portanto, 

necessário uma amostragem maior em 

estudos futuros para confiabilidade desta 

resposta.  

A média da porcentagem de matriz óssea foi 

de 88,53% e 90,71% nos grupos positivos e 

negativos para Leishmaniose, 

respectivamente, com CVs de 2,4% e 2,3%, 

também não havendo diferença significativa 
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entre os grupos (p>0,05). A variação dos 

dados dentro de cada grupo foi 

consideravelmente baixa e, portanto, a 

resposta encontrada é de significativa 

credibilidade.  

A porcentagem média de osteócitos 

encontrada nos grupos de animais infectados 

foi de 8,09%, e de 6,18% no grupo não 

infectado, com CVs de 15,89% e 14,66%, ou 

seja, dentro do limite de até 30%, 

considerado razoável para experimentação 

animal. Neste caso, observou-se diferença 

significativa (p< 0,02) entre os dados dos 

grupos, sem que houvesse variação 

significativa dos dados entre as amostras de 

cada grupo (Figura 16).  

 

TABELA 2: Contagem diferencial de canalículos, osteócitos e matriz óssea nos animais dos grupos infectados e não 

infectados. 

Amostras de animais infectados Amostras de animais não infectados 

 Canalículos (%) Matriz (%) Osteócitos (%)  Canalículos (%) Matriz (%) Osteócitos (%) 

LV1 2,01 91,72 6,39 N1 2,24 90,67 7,37 

LV2 2,50 88,59 8,91 N3 2,97 91,27 5,75 

LV3 3,67 87,69 8,64 N4 4,72 89,96 5,31 

LV4 6,86 84,98 8,16 N5 2,38 92,16 5,46 

LV6 4,25 89,14 6,61 N7 2,60 89,84 7,56 

LV7 7,37 86,58 9,74 N9 3,07 89,73 7,20 

LV8 2,00 88,66 9,33 N10 3,79 91,48 4,73 

LV18 2,13 90,89 6,97 N11   3,56  90,63   6,09 

        

Média 3,85 88,53 8,09  3,16 90,71 6,18 

DP 2,18 2,18 1,29  0,83 0,87 1,06 

CV (%) 56,6 2,4 15,89  26,16 2,3 14,66 

LV: Leishmaniose Visceral; N: negativos para leishmaniose viusceral; DP: desvio padrão; CV: coeficiente de variação. 

 

De acordo com a literatura consultada, os 

osteócitos possuem como funções a 

reabsorção óssea por meio de osteólise 

osteocítica e a estimulação de osteoblastos 

para produzir matriz óssea, promovendo, 

desta forma, a manutenção da homeostasia 

sérica do cálcio (Burger et al., 1995; Qing e 

Bonewald, 2009; Serakides, R. 2011). O 

aumento do número destas células em cães 

com Leishmaniose visceral pode estar 

associado a um aumento no processo de 

reabsorção óssea para disponibilizar o cálcio 

no sangue ou a um aumento de deposição de 

cálcio no osso. Uma avaliação morfométrica 

que considere a diferenciação entre 

osteócitos em atividade de osteólise 

osteocítica e osteócitos inativos, em 

processo de apoptose, é necessária para 

compreender algumas consequências que a 

doença pode provocar no tecido ósseo. Na 

avaliação qualitativa das lâminas, verificou-

se maior quantidade de osteócitos em 

atividade de osteólise osteocítica naquelas 

referentes aos cães com Leishmaniose. Isto 

poderia sugerir uma maior fragilidade do 

osso desses animais, o que não foi 

confirmado pelo teste de compressão 

mecânica. 
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FIGURA 16: Percentagem (%) de osteócitos na 

cortical óssea de animais negativos e positivos para 

Leishmaniose visceral. Legenda: Neg: Negativos; 

Pos.: positivos. 
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4.5 Comparação entre os testes 

diagnósticos 

Os resultados dos testes realizados para 

diagnóstico da Leishmaniose Visceral (PCR, 

parasitológico direto em medula óssea, 

cultura de medula óssea e cultura de cortical 

óssea) encontram-se na Tabela 3. 

 

TABELA 3: Relação de animais e resultados dos exames diagnósticos realizados. 

IDENTIFICAÇÃO PCR ESFREGAÇO DE MEDULA CULTURA DE  MEDULA CULTURA DE CORTICAL 
LV1 XXXXXXXXX POS NEG NEG 
LV2 XXXXXXXXX POS CONT. CONT. 
LV3 XXXXXXXXX POS POS POS 
LV4 NEG POS CONT. CONT. 
LV5 POS POS POS POS 
LV6 NEG NEG POS NEG 
LV7 NEG NEG POS NEG 
LV8 POS POS POS POS 
LV9 XXXXXXXXX POS NEG NEG 
LV10 XXXXXXXXX POS POS POS 
LV11 XXXXXXXXX NEG NEG NEG 
LV12 POS POS POS POS 
LV13 POS POS CONT. CONT. 
LV14 POS POS POS NEG 
LV15 POS POS POS NEG 
LV16 POS POS NEG NEG 
LV17 NEG NEG NEG NEG 
LV18 POS POS NEG NEG 
LV19 POS POS POS POS 
LV20 NEG POS NEG NEG 
LV21 POS POS POS POS 
LV22 POS POS POS POS 
LV23 POS POS POS POS 
LV24 XXXXXXXXX POS POS POS 
LV25 POS POS POS POS 
LV26 POS POS POS POS 
LV27 XXXXXXXXX NEG NEG POS 
LV28 XXXXXXXXX POS CONT. POS 
LV29 POS POS POS POS 
LV30 POS POS POS NEG 
LV31 XXXXXXXXX NEG NEG NEG 
LV32 POS POS POS POS 
LV33 POS NEG NEG POS 
LV34 POS POS POS POS 
LV35 POS NEG NEG NEG 
LV36 POS NEG POS NEG 
LV37 POS POS POS POS 
LV38 POS NEG POS NEG 
LV39 POS NEG POS NEG 
LV40 XXXXXXXXX NEG POS POS 
LV41 XXXXXXXXX POS POS POS 
LV42 XXXXXXXXX POS POS POS 
LV43 XXXXXXXXX POS CONT. CONT. 
 Legenda: XXX: teste não realizado; POS.: positivo; NEG.: negativo; CONT.: amostra contaminada. 
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Conforme relatado na literatura (WHO, 

2010; Srivastava et al, 2011), o exame 

parasitológico direto, apesar de apresentar 

100% de especificidade, possui sensibilidade 

limitada, o que também foi observado neste 

estudo, tendo em vista que em nove 

amostras de animais considerados positivos 

nos outros testes (sorologia, cultura de 

medula/cortical ósseas e PCR) não foram 

observadas formas amastigotas do parasito 

nos esfregaços de medula óssea. Da mesma 

forma, animais positivos no esfregaço foram 

considerados negativos em outros testes. 

As porcentagens das correlações 

encontradas entre os testes realizados foram 

pequenas, sendo a maior correlação entre a 

cultura de medula e a cultura de osso 

cortical, com 47%. Este fato pode significar 

a importância da carga parasitária no animal, 

do tempo de infecção e apresentação de 

sinais clínicos, conforme já sugerido por 

Mettler et al (2005) e Porrozzi et al., (2007) 

durante a realização de testes sorológicos, da 

distribuição do parasito nos tecidos e da 

forma como a infecção se procedeu no 

hospedeiro (transmissão transplacentária, 

venérea, transplante de órgãos ou transfusão 

sanguínea, via repasto sanguíneo pelo 

flebotomíneo ou contato direto com 

secreções corporais contendo o parasito - de 

acordo com a literatura consultada: Killick-

Kendrick, 1999; Rosypal el al, 2005; Duprey 

et al., 2006; de Freitas et al., 2006; Tabar et 

al.,2008; Sharma and Singh, 2008; Solano-

Gallego et al., 2009; Silva et al., 2009; 

WHO, 2010; Boggiatto et al., 2011; Solano-

Gallego et al, 2011). Além disso, as 

variedades de técnicas existentes para cada 

tipo de teste também devem ser 

consideradas, tendo em vista as alterações 

que causam na sensibilidade e especificidade 

do mesmo, fato este já descrito para os testes 

sorológicos por Killick-Kendrick, 1990, 

Herwaldt (1999), Mettler et al. (2005), 

Ferreira et al. (2007), Porrozzi et al. (2007) e 

Miró et al. (2008); e para a PCR por Solano-

Gallego et al. (2007), Francino et al. (2006); 

Gomes et al. (2008), Maia e Campino 

(2008), Miró et al. (2008), Manna et al. 

(2008) e Ferreira et al. (2008).  

5. CONCLUSÃO 

Nas condições em que foi realizada essa 

pesquisa e diante dos resultados obtidos, 

pode-se concluir que: 

• O tratamento das amostras de osso 

tanto por esterilização em autoclave quanto 

por armazenamento em glicerol por 30 dias 

são eficientes para eliminar Leishmania 

infantum do tecido; 

• A resistência mecânica à 

compressão do osso macroscopicamente 

sem alterações/sadio não é afetada pela 

doença; 

• Há um maior número de osteócitos 

no tecido de cães infectados em relação aos 

não infectados, e são necessárias mais 

avaliações para verificar os processos 

envolvidos e outras alterações que podem se 

desenvolver, para melhor avaliação da 

qualidade do tecido. 

• Uma vez que não há correlação 

entre os testes realizados para diagnóstico da 

infecção por Leishmania sp., é necessária a 

combinação de testes para excluir a 

possiblidade de infecção pelo parasito no 

cão. Desta forma, estudos sobre novas 

possibilidades diagnósticas, que determinem 

maiores especificidade e sensibilidade para a 

detecção do parasito, são indispensáveis 

para obter um resultado confiável. 

6. PERSPECTIVAS FUTURAS 

• A realização do teste de PCR das 

amostras de cortical após os processamentos 

para a verificação de DNA de Leishmania 

sp. nos tecidos; 

• Nova avaliação morfométrica para 

comparar a percentegem de osteócitos em 

atividade de osteólise osteocítica em cães 

infectados e não infectados pelo parasito.  
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• Realização do estudo in vivo, 

transplantando-se o osso proveniente de cães 

infectados, após o processamento do 

material em autoclave ou glicerol, no tecido 

subcutâneo de camundongos livres de 

infecção, com posterior análise deste tecido 

para infecção pelo parasito. 

• Estudos sobre maiores períodos de 

conservação da Leishmania sp. no cadáver e 

os mecanismos envolvidos nesta resistência 

do parasito. 
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