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AVALIAÇÃO DA CARGA PARASITÁRIA EM CÃES COM INFECÇÃO 
NATURAL POR Leishmania (Leishmania) infantum chagasi, SUBMETIDOS 

A TRATAMENTO EXPERIMENTAL 
 
 
 

RESUMO - A Leishmaniose Visceral Canina é uma doença que tem como 
agente etiológico no Brasil a espécie do protozoário Leishmania (Leishmania) 
infantum chagasi, endêmica em várias regiões, transmitida pelo inseto-vetor 
Lutzomyia longipalpis. O cão doméstico é considerado o mais importante 
reservatório do parasita. O objetivo deste trabalho foi avaliar a carga parasitária 
em cães naturalmente infectados com Leishmania (L.) infantum chagasi 
submetidos a tratamento experimental. Para tanto utilizou-se 18 cães 
sintomáticos, naturalmente infectados por Leishmania (L.) infantum chagasi de 
ambos os sexos, idades variadas submetidos a protocolo de tratamento com 
alopurinol 10 mg/kg a cada 12h horas, domperidona 1 mg/kg a cada 24 horas, 
durante doze meses, associado com a vacina inativada, três doses com 
intervalo de 21 dias, por via subcutânea, na diluição de duas partes do 
liofilizado para uma do diluente. Os animais foram submetidos à avaliação 
clínica, testes hematológicos, bioquímicos, imuno-histoquímica de pele e 
monitoramento através da Reação em Cadeia da Polimerase, nos momentos 
zero (M0), seis meses (M6) e doze meses (12M). Houve remissão significativa 
dos sinais clínicos em 100% (18/18) dos cães nos momentos pós-tratamento, 
bem como normalização e melhora dos parâmetros hematológicos e 
bioquímicos. Na imuno-histoquímica da pele, houve redução significativa e 
eliminação dos parasitos na pele entre os momentos. Na PCR foi detectado 
DNA do parasita nas amostras de pele e medula óssea após doze meses de 
tratamento, embora com redução significativas entre os momentos pré e pós-
tratamento. Os resultados deste trabalho concluem que o tratamento com 
alopurinol e domperidona associado com a vacina inativada, promove a 
remissão dos sinais clinicos e redução da carga parasitária em animais com 
leishmaniose visceral. 
 
 
 
 
 
Palavras-chaves: Lutzomyia longipalpis, alopurinol, vacina 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

PARASITE LOAD EVALUATION IN DOGS NATURALLY INFECTED WITH 
Leishmania (Leishmania) infantum chagasi SUBMITTED TO 

EXPERIMENTAL TREATMENT  
 
 

 
 
ABSTRACT - The Canine Visceral Leishmaniasis is a disease whose 
etiological agent in Brazil is the species of Leishmania (Leishmania) infantum 
chagasi, endemic in several regions, transmitted by insect-vector Lutzomyia 
longipalpis. The domestic dog is considered the most important parasite 
reservoir. This study aimed to evaluate the parasite load in dogs naturally 
infected with Leishmania (L.) infantum chagasi submitted to experimental 
treatment. For this purpose we used 18 asymptomatic dogs naturally infected 
with Leishmania (L.) infantum chagasi of both sexes, various ages submitted to 
treatment protocol with allopurinol 10 mg / kg 12h hours, domperidone 1 mg / kg 
every 24 hours during twelve months, associated with inactivated vaccine, three 
doses at 21 days interval by the subcutaneous route at a dilution of lyophilized 
to two parts of a diluent. The animals were submitted to clinical evaluation, 
blood tests, biochemical, immunohistochemistry of skin and monitoring through 
the Polymerase Chain Reaction in moments zero (M0), six months (M6) and 
twelve months (12M). Were observed significant remission of clinical signs in 
100% (18/18) of the dogs in the post-treatment times, as well as standardization 
and improvement of haematological and biochemical parameters. In 
immunohistochemistry the skin, there was a significant reduction and 
elimination of parasites in the skin between times. PCR detected DNA of the 
parasite in skin samples and bone marrow after twelve months of treatment, 
with significant reduction between the pre- and post-treatment. The results of 
this study conclude that the treatment with allopurinol and domperidone 
associated with inactivated vaccine, to promote remission of clinical signs and 
reduction of parasite burden in animals with visceral leishmaniasis. 
 
 
 
 
 
Keywords: Lutzomyia longipalpis-  allopurinol – vaccine 
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1 - INTRODUÇÃO  

A leishmaniose visceral canina (LVC) é uma zoonose de importância em 

Saúde Pública em vários países, causada no Novo Mundo pela espécie de 

protozoário Leishmania (Leishmania) infantum chagasi (LAINSON; RANGEL, 

2005; LAINSON, 2010). É transmitida pelo mosquito-pólvora do gênero 

Lutzomyia. Os cães no ambiente urbano representam um importante 

reservatório doméstico no ciclo de transmissão da leishmaniose visceral 

(ALVAR, et. al. 2004; VERÇOSA, et.al. 2008; OTRANTO; DANTAS-TORRES, 

et al., 2013; ). 

No Brasil a LVC está amplamente distribuída nas zonas rural, peri-urbana e 

urbana e possui alta incidência, devido a mudança no padrão epidemiológico 

de transmissão (COSTA-VAL et al., 2007; GONTIJO; MELO 2004; WHO 2010). 

Com a urbanização da doença, as estragéias de controle são baseadas na 

realização do tratamento de humanos infectados e a eutanásia de cães 

porotadores da LV (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2006). Porém medidas de 

controle da doença até agora implementadas foram incapazes de eliminar a 

transmissão e impedir a ocorrência de novas epidemias (GONTIJO; MELO 

2004). 

As manifestações clínicas da doença em cães variam de acordo com a 

patogenicidade da cepa do parasita, que difere entre as espécies, e com as 

respostas imunológicas celulares do hospedeiro. As lesões de pele são os 

sinais clínicos mais comuns, podendo ocorrer dermatite esfoliativa, papular, 

nodular, ulcerativa e alopécica (CIAREMELLA; CORONA, 2003; NOLI; 

AUXILIA, 2005;). Já aos sinais sistemicos incluem linfoadenopatia, 

oftalmopatia, problemas atriculares, epitaxes e atrofia muscular. Além disso, 

alterações nos exames laboratoriais como trombocitopenia, anemia 

arregenerativa (BANETH, 2006;), aumento dos valores de uréia, creatinina, 

fosfatase alcalina (FA) e alanina aminotransferase (ALT) são frequentemente 

relatados. 

Embora o tratamento de LV em cães já tem sido realizado há muito tempo 

na Europa (ALVAR et. al., 1994; BANETH et al., 2001; NOLI; AUXILIA, 2005), 

mas no Brasil poucas pesquisas têm sido execultadas para avaliar  a eficácia 

de diferentes protcolos terapêuticos.  
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A utilização de fármacos na LVC tem demonstrado a redução do 

parasitismo cutâneo, eliminação dos sinais clínicos, e principalmente, a 

recuperação da resposta imunológica que controla a infecção, diminuindo a 

capacidade infectante do inseto-vetor, e o número de casos de LV em cães e 

humanos, principalmente em áreas endêmicas (RIBEIRO, et al., 2002; 

SOLANO-GALLEGO et al, 2009 MAROLI et al., 2010; OLIVA et al., 2010;  

BANETH, 2013; ROURA et al., 2013). 

As restrições com o uso da terapia antimonial em cães, com a hipótese do 

surgimento da resistência parasitária (BANETH; SHAW, 2002; GOMEZ-

OCHOA, et al., 2009), o alto custo, a toxicidade, e a proibição, no Brasil, 

confirmam a necessidade de buscar alternativas para o controle da LV 

(MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2006). Tendo em vista essa problemática, este 

estudo teve como objetivo avaliar a carga parasitária em cães naturalmente 

infectados com Leishmania (Leishmania) infantum chagasi submetidos a 

tratamento experimental. 
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2 – REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 - Leishmaniose Visceral  

A Leishmaniose Visceral (LV) é uma doença crônica e fatal decorrente do 

parasitismo por diversas espécies de protozoários, do gênero Leishmania sp, 

que acometem diferentes espécies de  mamíferos domésticos e silvestres  e o 

homem, vetores e reservatórios, constituindo uma das doenças de importância 

mundial (PIMENTA et.al., 2003; MICHALICK;GENARO, 2005; PALTRINIERI, et 

al., 2010; WHO, 2010).  

No Brasil o processo migratório de cães infectados de regiões endêmicas 

para áreas não endêmicas, mudanças no habitat natural de hospedeiros e 

vetores, através do desmatamento para construção de residenciais e indústrias 

(XIMENES et al., 2007 ; VERÇOSA, et.al., 2008; COLOMBO et.al. 2011 ), tem 

mudado o perfil de ocorrência da LV apresentando em algumas cidades 

brasileiras a  urbanização doença. 

Neste contexto, o cão assume grande importância como reservatório 

(ALVAR et al., 2004; BANETH, 2008; VERÇOSA et.al., 2008; GRAMICCIA, 

2011), devido a alta prevalência da doença nestes animais, pelo exacerbado 

parasitismo cutâneo  e pela sua proximidade ao homem (ALVES, 2006; 

DANTAS-TORRES; BRANDÃO-FILHO, 2006; DANTAS-TORRES, 2007; 

VERÇOSA et.al., 2008). 

 

2.1 – Agente Etiológico, Vetor e Transmissão 

A LV é causada por um protozoário pertencente à ordem Trypanosomatida, 

família Trypanosomatidae e gênero Leishmania (ASHFORD, 2000; LAINSON; 

RANGEL, 2005; LIMA et.al., 2010; COLOMBO et.al. 2011; GRAMICCIA, 2011; 

LAURENTI, 2013) com 21 espécies consideradas como patogênicas  

(ASHFORD, 2000). 

No novo mundo, o agente etiológico da LV era denominado Leishmania 

chagasi e no velho mundo, Leishmania infantum chagasi (FEITOSA, 2006). 

Contudo, pesquisas comprovaram que do ponto de vista bioquímico e genético 

trata-se da mesma espécie, havendo a distinção apenas quanto à 

nomenclatura (GOTIJO; MELO, 2004; KULHS, et al., 2011). 
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Sendo assim, Lainson e Shaw (2005) propuseram uma nova classificação 

do subgênero Leishmania, dividindo Leishmania (L.) infantum em duas 

subespécies: L. (L.) infantum infantum (Velho Mundo) e L. (L.) infantum chagasi 

(Novo Mundo). 

No Brasil, a principal forma de transmissão ocorre por meio picada das 

fêmeas dos vetores flebotomíneos no momento do repasto sanguíneo, na qual 

a Lutzomyia longipalpis  (LAINSON; RANGEL, 2005) é o principal vetor, além 

de outras espécies como além de Lu. migonei no estado de Pernambuco 

(CARVALHO et al., 2010) e Lu. cruzi  nos estados de Mato Grosso e Mato 

Grosso do Sul (DOS-SANTOS et al., 1998; PITA-PEREIRA et al., 2008; 

MISSAWA et al., 2010) que são considerados vetores secundários.  

 

2.3 - Ciclo Biológico 

O ciclo biológico é do tipo heteroxeno, onde a infecção do hospedeiro 

invertebrado por Leishmania (L.) infantum chagasi normalmente ocorre através 

da picada de flebotomíneos do gênero Lutzomyia (DANTAS-TORRES, 2012; 

BELO et al., 2013), popularmente conhecidos como mosquito palha, 

cangalhinha, birigui ou tatuquiras (ALVES; FAUSTINO, 2005). No Brasil, a 

principal espécie é a Lutzomyia longipalpis, a qual as fêmeas dessa espécie ao 

realizar o repasto sanguíneo em um hospedeiro infectado ingerem células 

parasitadas com as formas amastigotas de Leishmania (L.) infantum chagasi, 

diferenciam no tubo digestivo para as formas promastigotas, estas por sua vez 

migrarão para as glândulas salivares do mosquito, que durante um novo 

repasto sanguíneo serão inoculadas em um outro hospedeiro (BRASIL, 2006)..  

Após a alimentação do vetor, as promastigotas serão fagocitadas por 

células do sistema mononuclear fagocitário. No interior dos macrófagos 

diferenciam-se em formas amastigotas, que se multiplicam por divisão binária. 

Os macrófagos, repletos de amastigotas, rompem-se liberando essas formas, 

que serão fagocitadas por novos macrófagos em um processo contínuo 

(MICHALICK, 2005; PALTRINIERI, et al., 2010). 

 

2.4 - Imunopatogenia  

A patogenia da infecção canina é influenciada por diversos fatores 

envolvendo a relação parasito-hospedeiro, status imunológico (MARTINEZ, 
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et.al. 2009; REIS et.al., 2009; GRIMALDI et al. 2012) e nutricional do indivíduo. 

(CAMARGO, 2006; MARCONDES et.al. 2011). 

 A condição imunológica dos hospedeiros vertebrados em controlarem a 

infecção está relacionadas a dois fatores principais: habilidade da Leishmania 

sp em resistir às ações macrófagos ativados e a inibição de resposta imune 

celular do hospedeiro (TORRES-NETO, et al., 2008). Além disso, aspectos 

inerentes ao vetor, como sua capacidade vetorial e exposição contínua do 

hospedeiro mamífero à saliva devido a repetidas picadas do inseto vetor 

(COURTENAY et. al., 2002; MORENO; ALVAR, 2002; VINHAS et al., 2007) 

também exercem importância no sucesso da infecção. 

Após a inoculação das formas promastigotas, o parasitismo dos macrófagos 

inicia-se na pele, onde desencadeia uma reação inflamatória com presença de 

células mononucleares (MORENO et. al., 1999) seguido da disseminação do 

parasito por via hemática e linfática para todo o organismo, particularmente 

baço, linfonodos, fígado, e medula óssea (MORENO et al., 1999; PETERS, 

2008). 

Numa infecção por L. (L.) infantum chagasi, as células do sistema 

mononuclear fagocitário infectadas atuam como células apresentadoras de 

antígenos, estimulando os linfócitos (CD4+) T auxiliares do tipo 1 (Ta1), ou T 

auxiliares do tipo 2 (Ta2) (REIS, et.al., 2009).  

 A ativação linfócitos Ta1 esta associada à resposta imune celular 

(FREITAS; PINHEIRO, 2010; CORTESE, 2013) com produção de citocinas 

pró-inflamatórias tais como o interferon gama (IFN-Ɣ), o fator de necrose 

tumoral (TNF) e a supressão da síntese da IL-12 com eliminação da infecção 

(FREITAS; PINHEIRO, 2010; CORTESE, 2013), enquanto que a produção de 

IL-4, (PINELLI et al, 1995) IL-10, TGF-β e prostaglandina PGE2 (BOGDAN; 

ROLLINGHOFF, 1998) estimulam  Ta2 com produção de anticorpos (SEDER, 

1994; BARCELLAR; CARVALHO, 2005; REIS et al., 2006; MAIA; CAMPINO, 

2008; MESQUITA JUNIOR et al., 2010) encontra-se associada  a doença 

clínica; LOPEZ et al, 1996, CIARAMELLA; CORONA, 2003; ROZE, 2005; 

BANETH, 2006; SONODA, 2007; SOLANO-GALLEGO et al., 2009; 

SARIDOMICHELAKIS, 2009). 

A contínua produção de anticorpos em excesso causa uma 

hipergamoglobulinemia crônica, resultando na formação e deposição de 
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imunocomplexos que podem causar glomerulonefrites, poliartrites, vasculites, 

assim como produção de auto-anticorpos contra plaquetas e células da série 

vermelha (PALTRINIERI et al., 2010). 

 

2.5 - Sinais Clínicos 

A Leishmaniose Visceral Canina (LVC) é uma doença crônica, fatal e 

sistêmica, podendo permanecer em um quadro assintomático ou apresentar 

uma doença progressiva com sinais clínicos variados (BRACHELENTE et.al. 

2005; SOLANO-GALLEGO et. al., 2004; MARCONDES et.al. 2011). Sendo 

assim de acordo com a sintomatologia apresentada os animais podem ser 

classificados como sintomáticos e assintomáticos (BLAVIER et.al, 2001; 

MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2004; ALEXANDRE-PIRES, 2010). 

Entre os principais sinais clínicos na LVC destacam-se as dermatopatias, 

caquexia (TAFURI et. al., 2001; SOLANO GALLEGO et.al., 2009; 

FIGUEIREDO, 2009; QUEIROZ et. a.l. 2011), oftalmopatias (BRITO et. al. 

2004; LEITE et. al. 2010), epistaxe, hepatoesplenomegalia, anemia, 

linfadenopatia, emaciação e onicogrifose (CIARAMELLA et al., 1997; FERRER, 

1999; BONATES, 2003; LIMA et al., 2004.; 2004; LANGONI et al., 2005; 

LINHARES et al., 2005; ALVES; FAUSTINO, 2005; KRAUSPENHAR et al., 

2007).  

As dermatopatias estão presentes em 60-90% dos cães com LV(FERRER 

et al., 1988; ALVAR et al., 2004; AMUSATEGUI et al., 2003; BANETH, 2006), 

podendo ocorrer: dermatites esfoliativa, seborréica, papular, nodular e 

ulcerativa; pústulas; despigmentação nasal; hiperpigmentação; alopecia; 

hiperqueratose e descamação (ALVAR et al., 2004; AMUSATEGUI et al., 2003; 

BANETH, 2006; COSTA-VAL, 2004; FONDATI ; FONDEVITA; 2004; SOLANO-

GALLEGO et al., 2004; ALMEIDA et al., 2005). 

Após as dermatopatias e a hipertrofia dos linfonodos poplíteos, os pré-

escapulares e os submaxilares (BANETH, 2006; LIMA et. al., 2004; SILVA, ET 

al., 2012; ATHANASIOU, et al. 2013; MARCONDES, et al., 2013; NOLI; 

SARIDOMICHELAKIS, 2014), constituem o achado clínico mais comum em 

pacientes com LVC (ALVAR et al., 2004; AMUSATEGUI et al., 2003; FERRER, 

2002; LIMA et al., 2004; MARCONDES, et al., 2013).  
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Glomerulonefrites, em consequência de lesões tubulares e glomerulares 

resultantes da deposição de imunocomplexos (ALVAR et al., 2004; 

LUVIZOTTO, 2006) com  o comprometimento da capacidade funcional normal 

do órgão, provocando um quadro de proteinúria,  e síndrome nefrótica ou 

insuficiência renal crônica tem sido observada (FERRER, 1999; BONFANTI; 

ZATELLI, 2004).  

L. (L.) infantum chagasi pode ainda desencadear lesões hepáticas, 

induzindo alterações na morfologia dos hepatócitos e conseqüentemente no 

metabolismo do órgão (ALVAR, et al, 2004), e uma desorganização na 

estrutura celular  baço, com a hiperplasia da polpa branca e polpa vermelha do 

órgão determinando esplenomegalias em graus variados (ALVAR et al., 2004). 

 

2.6 - Alterações Hematimétricas e Bioquimicas 

No hemograma, as alterações mais comuns encontradas são 

trombocitopenia, anemia, linfopenia, (RIBEIRO, 2004; BANETH, 2006;) alguns 

animais apresentam leucocitose com desvio a esquerda regenerativo enquanto 

outros apresentam leucopenia ou mesmo perfil leucocitário normal 

(AMUSATEGUI et al., 2003; COSTA VAL, 2004). 

No exame bioquímico pode apresentar níveis aumentados de uréia, 

creatina normal ou aumentada (FREITAS, 2012). Achados laboratoriais de 

hiperproteinemia, leucopenia associada a linfopenia  ou leucocitose também 

são descritos (SONODA, 2007). 

 

2.7 – Diagnóstico. 

O diagnóstico preciso para LVC representa um grande desafio, uma vez 

que muitos cães infectados apresentam-se assintomáticos ou com sinais 

clínicos semelhantes a outras doenças (FERRER, 2002; ALVAR et al., 2004), 

sendo necessário a realização do diagnóstico laboratorial quer seja por 

métodos  parasitológicos, sorológicos e moleculares (IKEDA; FEITOSA, 2007; 

MOREIRA et.al. 2007; PALTRINIERI et al., 2010; GRAMICCIA, 2011; SOLCÁ, 

et.al. 2012) isolados ou associados (ASSIS, et al., 2010).   
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2.7.1 - Exame Parasitológico 

Os exames diretos são fundamentados na demonstração de formas 

amastigotas de L. (L.) infantum chagasi em esfregaços de aspirados de medula 

óssea, baço, fígado, linfonodos.  (ALVAR et al., 2004; PALTRINIERI et al. 

2010) ou citologia esfoliativa. A especificidade deste método pode ser 

considerada 100%, pois, uma vez encontrado o parasito, confirma-se a 

infecção ALVAR et. al. 2004, GOTIJO; MELO, 2004; SARIDOMICHELAKIS et 

al. 2005; RODRÍGUEZ-CORTÉS et. al. 2010). 

A técnica de Imuno-histoquímica (IHQ) é outro método parasitológico de 

diagnóstico que detecta indiretamente o parasitismo tecidual (FERRER et al., 

1988; TAFURI et al., 2004; COSTA et al., 2008; MOURA et al., 2008; 

QUEIROZ et al., 2010; QUEIROZ et al., 2011; TOPLU e AYDOGAN, 2011). 

Além de possuir boa sensibilidade e especificidade no diagnóstico, ainda tem a 

vantagem de permitir uma análise quantitativa, a qual pode ser utilizada para 

acompanhamento da evolução da doença e de tratamentos específicos em 

animais infectados (TAFURI et al. 2004). 

 

2.7.2 - Métodos sorológicos 

Dentre os métodos sorológicos, que detectam anticorpos IgG anti- L. (L.) 

infantum chagasi  a Reação de Imunofluorescência Indireta (RIFI), ensaio 

imunoenzimático (ELISA), Fixação de Complemento (FC), teste de aglutinação 

direta, imunocromatográfico rápido (IKEDA; FEITOSA, et.al. 2007; 

REITHINGER; DAVIES, 2002; ASSIS et al., 2008; GRIMALDI JR et al. 2012), 

tem sido utilizado no diagnóstico da infecção. 

Apesar da alta sensibilidade e especificidade a RIFI (LUVIZOTTO et. al., 

2009), reações cruzadas com triponossomíase (ALVES; BEVILACQUA, 2004; 

BANETH; AROCH, 2008), erlichiose, babesiose e anaplasmose (LIRA, 2006) 

tem sido relatada, dificultando a aplicação desta técnica em regiões endêmicas 

para LVC (SUNDAR; RAI 2002, PORROZZI et al. 2007, MADEIRA et al. 2009).  

O teste ELISA é considerado um importante avanço tecnológico para o 

diagnóstico da LVC, pois permite a avaliação de um grande número de 

amostras em um curto espaço de tempo.  

Atualmente a imunocromatografia, a através da tecnologia Dual Path 

Platform (DPP), tem sido utilizado para o diagnóstico da infecção um teste 
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rápido, apresentando alta sensibilidade para cães com sinais clínicos e alta 

especificidade para cães sem expressão clínica para LV (GRIMALDI JR. et al. 

2012). 

 

2.7.3 - Métodos Moleculares 

Nas últimas décadas os métodos moleculares têm mostrado ser uma 

ferramenta de grande valia no diagnóstico da infecção, com sensibilidade e 

especificidade altas próximas a 100%, principalmente para detecções em cães 

assintomáticos. Neste contexto, a Reação em Cadeia da Polimerase (PCR), 

apresenta alta sensibilidade (80 a 93%) e especificidade 100% (NOLI, 1999; 

MARTIN-SANCHEZ et al., 2004; MAIA; CAMPINO, 2008)) na detecção de DNA 

de L. (L.) infantum chagasi  em amostras de medula óssea, sangue periférico, 

aspirado de linfonodos e biópsia cutânea, e também do vetor (FERRER,1999; 

SOLANO-GALLEGO et al. 2007, TAVARES et al. 2003, GONTIJO, 2004, 

LUVIZOIT, 2005, MANNA et al. 2008, MARTINS, 2008; QUARESMA et 

al.,2009; QUEIROZ, 2010 ). 

Com o surgimento Reação em Cadeia Polimerase em Tempo Real 

(qPCR), tornou-se possível mensurar a carga parasitária a partir de tecidos 

infectados de maneira mais precisa,  possibilitando  as aplicações tanto para o 

diagnóstico da LVC quanto para a avaliação do sucesso de tratamento 

quimioterápico em modelos experimentais (PENNISI et al. 2005, FRANCINO et 

al. 2006, MANNA et. al. 2008).  

 Esta técnica oferece muitas vantagens no diagnóstico e 

acompanhamento de animais em tratamento para LVC, especialmente, em 

áreas endêmicas, onde uma grande parte da população canina é exposta, mas 

somente uma pequena parte destes cães desenvolvem a forma clínica da 

doença (FRANCINO et al., 2006; SOLANO-GALLEGO et al., 2001) 

MANNA et. al. (2008) utilizaram a qPCR para monitorar o tratamento de 

cães naturalmente infectados com L. (L.) infantum chagasi  , observando que 

antes da terapêutica 83,0% dos cães, apresentaram uma alta carga parasitária 

variando de 1000 a 10.000 parasitas/μl em aspirados de linfonodos, seguido 

por em 61,0% em amostras biópsias de pele. 
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A combinação da PCR com métodos sorológicos quantitativos tem sido 

recomendada para a confiabilidade do diagnóstico da LVC (SOLANO-

GALLEGO et. al. 2009). Além disso, a associação da qPCR com a sorologia  

abre novas perspectivas para a avaliação das relações existentes entre a carga 

parasitária e a produção de anticorpos no hospedeiro (ALVES et al. 2009).  

 

 2.5 – Tratamento 

 O tratamento da LVC representa um desafio para o médico veterinário, 

devido à extrema complexidade de sua patogenia que se expressa pela 

variedade nos sinais clínicos. Desta forma a condição clínica do paciente é um 

fator que influencia na escolha do melhor protocolo terapêutico (ALVAR, et. al., 

2004). Por outro lado o sucesso no tratamento ainda é tópico em discussão em 

função do critério de cura ou simplesmente remissão dos sinais clínicos.  

Desta forma o tratamento da LVC tem sido descrito na tentativa de 

remissão dos sinais clínicos e redução na capacidade infectante dos 

animais (RHALEN, et. al., 1999; MARTINEZ-SUBIELA; CERON, 2005; NOLI; 

AUXILIA, 2005; IKEDA-GARCIA et al., 2007; IKEDA-GARCIA et al., 2010; 

SILVA, 2007; GOMEZ-ÚCHOA  et al., 2009; CIARLINI et al., 2010; TRIGO et 

al., 2010; NOLI; SARIDOMICHELAKIS, 2014). 

 Os fármacos que existem disponíveis para o tratamento na Europa 

Antimoniato de meglumina (NOLI; AUXILIA, 2005; MAROLI et al., 2010 e 

OLIVA et al., 2010; BANETH, 2013; ROURA et al., 2013), Estibogluconato de 

Sódio, Desoxicolato de Anfotericina B convencional ou encapsulada em 

lipossomas, o Sulfato de Aminosidina, o Alopurinol, Domperidona (GÓMEZ-

OCHOA, et.al. 2007), Pentamidina e, recentemente, o Éster defosfatidilcolina 

do hexadecanol, associados ou não com vacinas (RIBEIRO, 2001; BANETH; 

SHAW, 2002; ALVAR et al., 2004; MIRÓ, 2005; NIETO et. al., 2005), sendo 

utilizados isoladamente ou em associação.Todos os fármacos conhecidos 

contra a leishmaniose podem conduzir a uma remissão permanente ou 

temporária dos sinais clínicos (OLIVA et al., 2010).  

O antimoniato de meglumine é o fármaco de escolha para o tratamento 

da LVC na Europa (NOLI ; AUXILIA, 2005). O uso do antimonial em cães já 

tem sido demonstrado por pesquisas que poderia ser utilizado como medida de 



26 

 

controle da doença canina, uma vez que preveniu o desenvolvimento da 

doença em 90% dos cães assintomáticos (MARCIANTI, et.al. 1988) ou a 

eliminação total dos parasitos da pele (JOÃO et.al. 2006). Por outro lado, em 

períodos reduzidos, os cães se mantiveram não infectantes para os 

flebotomíneos pelo menos quatro meses após tratamento (ALVAR, et.al. 1994).  

O Alopurinol é um análogo da hipoxantina e é administrado oralmente, 

sendo hidrolisado pelo parasita numa molécula idêntica à inosina.  É 

incorporado no lugar do ATP durante a síntese do ácido ribonucleico (RNA) de 

Leishmania, interrompendo a síntese protéica normal (NOLI; AUXILIA, 2005; 

RIBEIRO, 2007). Devido a esse mecanismo de atuação, possui uma atividade 

leishmaniostática, baixa toxicidade (RIBEIRO, 2007; MANNA et al., 2009), além 

de possuir de baixo custo e a possibilidade de administração oral (BANETH, 

2002; BARR, 2005; IKEDA-GARCIA, 2010).  

Quando administrado isoladamente num período mínimo 60 dias induz 

gradativamente a remissão dos sinais clínicos, e diminuição do nível de 

anticorpos específicos circulantes. (KOUTINNAS et.al. 2001; VERCAMMEN 

et.al. 2002; IKEDA-GARCIA, 2010). 

A utilização do Antimoniato de meglumina associado ao alopurinol 

aumenta à eficácia do tratamento, assim como, a diminuição das taxas de 

recorrências (NOLI, 1999) e apresentaram xenodiagnóstico negativo em 85% 

destes animais. (MIRÓ, 2005).  

A domperidona, um antagonista dos receptores de dopamina, provoca a 

liberação de serotonina, que por sua vez estimula a produção de prolactina 

(GÓMEZ-OCHOA et al., 2009; OLIVA et al., 2010), e produção de linfócitos Ta1 

e de IL-2, IL-12, INF-γ e TNF-α, levando à ativação dos macrófagos seguida da 

diminuição da população de Ta2. A administração de domperidona em cães 

saudáveis na dose de 0,5 mg/kg/dia durante 30 dias aumentou o grau e a 

duração da atividade fagocítica até 30 dias após o final da administração do 

fármaco (GÓMEZ-OCHOA et al., 2012). Segundo Gómez-Ochoa et al. (2009) a 

domperidona pode ser integrada como fármaco imunomodulador em protocolos 

de eficácia provada tal como o antimoniato de meglumina/alopurinol. 

O tratamento diário com alopurinol e domperidona induziu a uma queda 

da infectividade do agente etiológico nos cães tratados, sendo essa uma 
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medida possível de ser aplicada em áreas de transmissão (IKEDA-GARCIA, 

2010). Já que Domperidona possui um mecanismo de ativar os linfócitos T que 

secundariamente ativam os macrófagos melhorando a resposta imune celular 

(RIBEIRO, 2007; GÓMEZ-OCHOA, et.al. 2007, GÓMEZ-OCHOA, et.al. 2009). 

A utilização de imunomoduladores associada a outros fármacos tem sido 

sugerida, entretanto pouco utilizado no tratamento da LVC (NOLI, 1999; 

ALVAR et al., 2004). Estes fármacos têm atuação tanto no eixo celular como 

humoral, diminuindo a formação de complexos antígenos-anticorpos, além da 

ativação de macrófagos (ALVAR et al., 2004). 

A vacina contra a LVC associada ou não a outros fármacos tem 

mostrado o mesmo índice de cura em relação ao tratamento padrão, reduzindo 

o volume de fármacos e consequentemente reduzindo os efeitos colaterais 

(MAYRINK et. al., 2006). 

A vacina é administrada num total de três doses com intervalos de vinte 

e um dias e induz uma resposta imunitária celular caracterizada por atividade 

de linfócitos Th1 no período de três semanas após a primeira dose, que 

consequentemente reduz a carga parasitária de L. (L.) infantum chagasi nos 

macrófagos conforme demonstrado in vitro (MORENO et. al., 2012). 

A escolha do protocolo de tratamento será baseado com as condições 

do estado geral do paciente, levando em sempre em consideração que para a 

determinação do seu estado clínico se fazem necessários, além da avaliação 

através de exames laboratoriais que possam avaliar a função renal, a função 

hepática, as proteínas séricas, além da sorologia específica para Leishmaniose 

Visceral confirmadas pelo diagnóstico parasitológico (JOÃO et al., 2006; MIRÓ 

et al., 2005; RIBEIRO, 2006; IKEDA-GARCIA, 2010). 
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4 – OBJETIVOS 

 

4.1. OBJETIVO GERAL:  

Avaliar a carga parasitária em cães naturalmente infectados com 

Leishmania (Leishmania) infantum chagasi submetidos a tratamento 

experimental. 

 

4.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS: 

 

- Avaliação clínica dos animais naturalmente infectados com Leishmania 

(Leishmania) infantum chagasi submetidos a tratamento experimental;  

 

- Avaliar o parasitismo cutâneo de cães com infecção natural por Leishmania 

(Leishmania) infantum chagasi através da técnica da imunohistoquímica 

submetidos ao tratamento experimental; 

 

- Monitorar através da Reação da Cadeia em Polimerase (PCR) os animais 

com infecção natural por Leishmania (Leishmania) infantum 

chagasi submetidos ao tratamento com alopurinol, domperidona e vacina. 
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AVALIAÇÃO CLÍNICA E LABORATORIAL DE CÃES (Canis familiaris) 
NATURALMENTE INFECTADOS POR Leishmania (Leishmania) infantum 

chagasi SUBMETIDOS A TRATAMENTO EXPERIMENTAL 
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AVALIAÇÃO CLÍNICA E LABORATORIAL DE CÃES NATURALMENTE 
INFECTADOS POR Leishmania (Leishmania) infantum chagasi 

SUBMETIDOS A TRATAMENTO EXPERIMENTAL 
 
 
 

Clinical and laboratorial evaluation of naturally infected dogs with Leishmania 
(Leishmania) infantum chagasi submitted to experimental treatment  

 

 

 

RESUMO: A leishmaniose visceral é zoonose, causada pelo protozoário da 
espécie Leishmania (Leishmania) infantum chagasi. O cão doméstico é 
considerado o mais importante reservatório do parasita. A obtenção de 
conhecimentos detalhados dos parâmetros clínicos e laboratoriais são 
fundamentais para o monitoramento de pacientes em tratamento. O objetivo 
deste trabalho foi a avaliação clínica e laboratorial cães naturalmente 
infectados por Leishmania (L.) infantum chagasi submetidos a protocolo de 
tratamento. Utilizou-se sangue total e soro de 18 cães naturalmente infectados 
por Leishmania (L.) infantum chagasi, coletados antes e após tratamento. 
Foram analisados os valores do eritrorama, leucograma, plaquetas e 
quantificadas as concentrações séricas de Fosfatase Alcalina, Alanina 
Aminotransferase, Ureia e Creatinina. Todos os animais apresentaram pelo 
menos um sinal clínico sugestivo para leishmaniose visceral no momento zero. 
Os achados mais frequentes nos exames laboratoriais foram: anemia 
normocítica normocrômica 39% (7/18), trombocitopenia 50% (9/18) e 
leucopenia em 17% (3/ 18) dos cães. Não foi encontrado alterações nos 
valores da função renal e nem hepática no momento zero. Após seis e doze 
meses de tratamento, houve melhora clínica e normalização nas taxas do 
hemograma, e a função orgânica do fígado e dos rins permaneceu inalteradas. 
Pode-se concluir que o tratamento com alopurinol, domperidona e vacina 
promoveu remissão dos sinais clínicos em todos os animais e que os valores 
hematimétricos e bioquímicos podem ser utilizados para o prognóstico e 
acompanhamento de animais submetidos a tratamento para Leishmaniose 
visceral. 
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Abstract - Visceral leishmaniasis is a zoonosis caused by species of protozoan 
Leishmania (Leishmania) infantum chagasi. The domestic dog is considered the 
most important parasite reservoir. Obtaining detailed knowledge of the clinical 
and laboratory parameters are central for monitoring patients in treatment. This 
study aimed to evaluate clinical and laboratorial dogs naturally infected with 
Leishmania (L.) infantum chagasi submitted to treatment protocol. Blood and 
serum samples were used from 18 dogs naturally infected with Leishmania (L.) 
infantum chagasi, collected before and after treatment. The values of 
erythrocyte, white blood cell count, platelet were analyzed and serum 
concentrations of alkaline phosphatase, alanine aminotransferase, Urea and 
Creatinin were measured. All animals showed at least one clinical sign 
suggestive of visceral leishmaniasis at the time zero. The most common 
findings in laboratory tests were normochromic normocytic anemia 39% (7/18), 
thrombocytopenia 50% (9/18) and leukopenia in 17% (3/18) of dogs. No 
changes were found in the values of hepatic or renal function at time zero. After 
six and twelve months of treatment, there was clinical improvement and 
normalization in blood count rates, but the organic function of the liver and the 
kidneys remained unchanged. It can be concluded that treatment with 
allopurinol, domperidone vaccine and remission of clinical signs in all animals 
and the hematimetric and biochemical values can be used for prognosis and 
monitoring of animals in treatment for visceral leishmaniasis. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
KEYWORKS:  Leishmaniasis- clinical picture- blood count 
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1 – INTRODUÇÃO 

 

No Brasil a espécie de protozoário Leishmania (Leishmania) infantum 

chagasi é a responsável pela infecção da Leishmaniose Visceral em mamíferos 

(IKEDA-GARCIA et al., 2010), principalmente no homem e em caninos 

domésticos (MAIA  et.al., 2010).  

A infecção canina pode produzir uma variedade de sinais clínicos, que 

dependem da resposta imune do hospedeiro, quer seja pelo parasitismo da 

Leishmania  sp nas células do sistema fagocítico mononuclear, bem como pela 

deposição de imunocomplexos em vários órgãos (ALVAR et al., 2004). 

Sendo assim, os cães podem apresentar-se infectados por L. (L.) 

infantum chagasi, sem, entretanto exibir sinais clínicos por um longo período, 

desta forma participando na cadeia epidemiológica de transmissão como fonte 

de infecção (MORENO; ALVAR, 2002; CASTRO  et al., 2012) ou podem evoluir 

para a forma  clínica podendo culminar com a morte do animal (MANCIANTI et 

al., 1988).  

Entre os sinais clínicos, mais frequentes destacam-se as oftalmopatias, 

dermatopatias, onicogrifose, hepatoesplenomegalia e linfoadenopatia (GÓMEZ-

OCHOA et. al., 2007; PALTRINIERI et.al., 2010; CASTRO et al., 2012; 

LAURENTI et al., 2013).  Embora não estejam necessariamente presentes em 

todos os animais (REIS et al., 2006), alguns achados clínicos laboratoriais 

podem ser encontrados como a anemia, trombocitopenia, e alterações nas 

funções renal e hepática (ALMEIDA et al., 2005). 

Por outro lado, o tratamento da Leishmaniose Visceral Canina (LVC) 

representa um desafio para o médico veterinário, devido à extrema 

complexidade de sua patogenia que se expressa pela variedade nos sinais 

clínicos. Desta forma o tratamento da LVC tem sido descrito na tentativa da 

remissão dos sinais clínicos e redução na capacidade infectante dos 

animais (CIARLINI et al., 2010; TRIGO et al., 2010). 

Neste contexto considerando a variedade de fármacos utilizados, a 

condição clínica do paciente, o protocolo terapêutico, a cura ou remissão dos 

sinais clínicos continua sendo um problema para medicina veterinária. 

Sendo assim, em função da ausência de trabalhos versando sobre o 

monitoramento de animais submetidos ao tratamento no nordeste brasileiro, 
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área com grande incidência da LVC, o objetivo deste trabalho foi à avaliação 

clínica e laboratorial de cães naturalmente infectados por Leishmania 

(Leishmania) infantum chagasi submetidos a tratamento experimental. 

 

2 - MATERIAL E MÉTODOS 

 

Animais 

 Foram utilizados 18 cães domiciliados, de ambos os sexos, de raça e 

idade variadas, provenientes da Região Metropolitana do Recife, atendidos no 

serviço ambulatorial do Hospital Veterinário (HV) da Universidade Federal 

Rural de Pernambuco (UFRPE). O projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética 

em Experimentação Animal (CEUA) da Universidade Federal Rural de 

Pernambuco - UFRPE, registrado sob o protocolo de número 077/2014. 

Todos os animais apresentavam quadro clínico sugestivo de LVC e 

apresentavam-se sororreagentes a Reação de Imunofluorescência Indireta 

(RIFI) e ao teste Ensaio Imunoenzimático  (ELISA) e confirmados pelos testes 

parasitológicos (biópsia de medula óssea, aspirado de linfonodos e citologia 

esfoliativa) pesquisa das formas amastigotas da L. (L.) infantum chagasi. 

 

Avaliação Clínica 

Os animais foram avaliados do ponto de vista clínico, seguindo as 

normas semiológicas observando as alterações orgânicas sugestivas de LVC 

(FERRER, 1999).  Foram considerados aptos ao tratamento aqueles animais 

que mostraram boa condição corporal e ausência de patologias associadas. 

Após o processo de triagem, os animais foram mantidos domiciliados, e 

permaneceram durante todo o período experimental com uma coleira 

parasiticida a base de deltametrina, substituída a cada quatro meses, bem 

como aplicação mensalmente permetrina ―pour-on‖. 

  

Protocolo de Tratamento 

Os animais foram submetidos ao protocolo de tratamento para LVC com 

Alopurinol na dose de 10 mg/kg a cada 12 horas e domperidona 1 mg/kg a 

cada 24 horas, por via oral, durante todo o período do experimento, associado 
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a aplicação de três doses da vacina inativada e de subunidade, sendo uma 

fração glicoprotéica purificada, com intervalo de 21 dias, por via subcutânea, na 

diluição de duas partes do liofilizado para uma do diluente, sendo realizadas 

avaliações clínicas e laboratorial nos momentos zero (M0), seis meses (M6) e 

doze meses (12M). 

Análises Hematimétricas e bioquímicas 

As amostras de sangue foram coletas nos tempos: momento zero (M0), 

e após o tratamento, seis meses (M6) e doze meses (12M), por meio de 

punção da veia cefálica, para as determinações hematimétricas e o soro para 

realização dos testes bioquímicos. Os parâmetros avaliados no hemograma 

nos animais submetidos ao tratamento foram: o eritrograma, o leucograma e a 

contagem total de plaquetas obtidos através de um contador automático da 

marca Rocher® (modelo POCH 100 IV) e a concentração da ureia, creatinina, 

alanina aminotransferase (ALT) e fosfatase alcalina (FA) foram realizados por 

meio de metodologia cinética, através dos kits comerciais Labtest Diagnostica® 

e realizado de acordo com o fabricante.  

 

Análise Estatística 

As análises dos dados clínicos utilizou-se o teste Q de Cochran, para a 

avaliação da evolução do peso dos animais e valores hematimétricos 

(eritrograma, leucograma e plaquetas) e bioquímica sérica (ALT, FA, Uréia e 

Creatinina) utilizou-se o teste paramétrico ANOVA de um fator. 

O programa estatístico utilizado para os dados obtidos foi o Software 

BioEstat 5.0 (AYRES et al., 2007). 
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3 - RESULTADOS E DISCUSSÃO  

 

Análise dos Dados Clínicos 

 

 Dos animais que iniciaram o tratamento, 100% (18/18) apresentavam 

sinais clínicos sugestivos da LVC, linfoadenopatia, hepatoespleniomegalia, 

oftalpatias, dermatopatias, onicogrifoses. Os achados clínicos obtidos 

assemelham-se aos reportados por outros autores na avaliação clínica pré-

tratamento (FERRER, 2002; COSTA VAL, 2004; ALMEIDA et al., 2005; 

AGUIAR, et al., 2007; CASTRO, et.al., 2012; FREITAS, et.al., 2012; 

ATHANASIOU, et al, 2013). 

O quadro clínico nos cães portadores de LV tem sido descrito como 

bastante variado, devido à influência da própria resposta imune em controlar a 

replicação do parasita (SILVA, 2007; ALMEIDA, et.al., 2010; ALEXANDRE 

PIRES, et.al., 2010; IKEDA-GARCIA, et. al. 2010; CASTRO, et.al., 2012).  

Os sinais clínicos mais freqüentes observados no momento zero (M0) 

foram à dermatopatias 89% (16/18), sendo a dermatite descamativa a mais 

frequente 83% (14/18) seguido da dermatite ulcerativa 61% (11/18) e 

onicogrifose 61% (11/18). Estudos realizados por Aguiar, et al. (2007) e Freitas, 

(2012), sobre o quadro clínico, as dermatopatias estavam presentes 100% dos 

cães. 

Também no M0 a linfoadenomegalia foi observada em 72% dos animais 

(13/18). Este dado se aproxima aos de Silva, et al (2012) e Athanasiou, et al 

(2013) onde relataram em seus estudos no momento zero, a linfoadenomegalia 

estava presente em  75% e 100% dos cães respectivamente.  A proliferação de 

macrófagos e do parasita nos órgãos linfoides é o principal responsável pela 

linfoadenomegalia, comum em pacientes com LVC, podendo em alguns casos 

ser generalizada (NOGUEIRA, 2007; MARCELLO, 2009).  

As lesões oftálmicas foram encontradas em 56% (10/18) dos cães. 

Também descritas por Paltrinieri et al. (2010) e Marcondes; Rossi (2013) como 

sinais comuns encontrados em animais infectados por Leishmania (L.) infantum 

chagasi. Estas alterações parecem estar associadas à deposição de 

imunocomplexos, tanto circulantes, que se depositam sobre as células 



49 

 

endoteliais, e presença inflamações granulomatosas ou difusas associadas à 

presença do parasito (SAUQUILLO, 2005). 

O emagrecimento foi observado em 28% (5/18) dos animais, semelhante 

ao descrito Baneth, et al. (2006) em 22%, sugerindo que esses animais 

encontravam-se em uma fase mais avançada da doença.  

A atrofia da musculatura esteve presente em 22% (4/18) nas regiões da 

cabeça (fossa temporal e músculos mastigatórios). Ferraro et al. (2012), 

apontaram que a presença do parasita desencadeia eventos inflamatórios e 

necróticos na fibra muscular, e que são responsáveis pela perda da 

musculatura, e não só apenas decorrente de catabolismo e perda progressiva e 

de peso. 

Houve remissão significativa e progressiva dos sinais clínicos entre os 

M6 e M12 em realação M0: dermatite descamativa (p < 0,01), dermatite 

ulcerativa (p < 0,0001), onicogrifose (p < 0,01), linfoadenopatia (p < 0,05), 

oftalmopatia (p < 0,001), emagrecimento (p < 0,001), atrofia muscular (p>0,05) 

e mucosas hipocoradas (p < 0,05).  

 A melhora clínica verificada durante o tratamento já tem sido relatada 

em pesquisas realizadas com diferentes protocolos por Nogueira, (2007) que 

evidenciou melhora em 75% dos animais tratados com anfotericina b; Ikeda-

Garcia et al. (2011) obteve 100% a remissão dos sinais clínicos utilizando 

antimoniato de meglumine e alopurinol; e GOMÉZ-OCHOA et al. (2007) com 

86% de melhora clínica em animais tratados com domperidona. 

 A administração do Alopurinol em associações com outros fármacos por 

longo prazo tem demonstrado uma boa opção, devido sua baixa toxidade e 

significante diminuição na taxa de recaídas devido a sua atuação 

leishmaniostático (NOLI; AUXILIA, 2005; SILVA 2007). 

Embora tenha ocorrido à melhora clínica e ganho de peso em 100% 

(18/18) dos animais, alguns sintomas persistiram no M12: linfoadenopatia 33% 

(6/18), onicogrifose e oftalmopatia 11% (2/18). Ao término do período de 

avaliação, 67% (12/18) dos cães tornaram-se assintomáticos e 33% (6/18) 

permaneceram sintomáticos. Por ser uma doença caracterizada pelo 

comprometimento de células do sistema macrofagocitário, a presença de 

parasitos em órgãos linfóides, em especial nos linfonodos, ou alterações da 

celularidade, são esperados em animais infectados (BOGDAN et al. 2000). 
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TABELA 1 – Frequência dos sinais clínicos dos cães pré e pós-tratamento. 

Sinais Clínicos M0 M6 M12 

Linfadenomegalia 72% (13/18) 72% (13/18) 33% (6/18) 

Atrofia de Musculatura 22% (4/18) AUSENTE AUSENTE 

Mucosas hipocoradas 28% (5/18) AUSENTE AUSENTE 

Lesões Oftálmicas 56% (10/18) 56% (10/18) 11% (2/18) 

Emagrecimento 28% (5/18) AUSENTE AUSENTE 

Dermatite descamativa 83% (14/18) AUSENTE AUSENTE 

Dermatite ulcerativa 61% (11/18) AUSENTE AUSENTE 

Onicogrifose 61% (11/18) 61% (11/18) 11% (2/18) 

    

Momento zero (M0), Seis meses de tratamento (M6) e Doze meses de tratamento (M12). 

 

Análise Hematimétrica 

No M0, o eritrograma dos animais demonstrou que 39% (7/18) 

apresentaram anemia do tipo normocítica normocrômica e 50% (9/18) 

apresentaram também número de plaquetas abaixo dos valores de referência. 

 A ocorrência de anemia é bastante comum na LVC, podendo ser 

relacionada à perda sangue ou lise das hemácias e diminuição na produção de 

eritrócitos, decorrente de hipoplasia ou aplasia medular ocasionada por 

mecanismos imunomediados em resposta a infecção pelo parasita, induzindo a 

presença de infiltrado linfocitário, plasma e macrófagos (FEITOSA  et al., 2000; 

IKEDA et al., 2008; COSTA-VAL, et al., 2007; TEMÍZEl et al., 2011;).  

A leucopenia ocorreu em 17% (3/ 18) dos cães. Essa alteração tem sido 

descrita como um achado clínico comum, podendo variar para leucocitose em 

animais com LVC, e que pode está relacionando a outras patologias 

associadas (SHAW, 2009; CIARLINI, et al., 2010; NOLI; SARIDOMICHELAKIS, 

2014). 

Os valores médios para as contagens totais dos leucócitos parecem não 

ter interferências significativas com o tratamento ou com a evolução da doença. 

O infiltrado inflamatório e o parasitismo medular parecem não influenciar 

negativamente as células precursoras dos leucócitos e plaquetas, como se 

supõe que ocorra com as hemácias (COSTA VAL, 2004; SILVA, et.al., 2011). 
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Os valores do eritrograma, leucograma e plaquetas entre os momentos 

M6 e M12 foram maiores que os valores no M0, ao nível de confiança de 5% (p 

< 0,001; teste ANOVA), porém não apresentaram diferenças estatísticas 

significativas (p < 0,0001) entre os momentos avaliados. Entretanto o aumento 

dos valores do eritrograma, leucograma e plaquetas pós-tratamento 

provavelmente estão associados á uma menor carga parasitária do animal 

quando comparada ao momento zero. 

Com a evolução dos parâmetros hematimétricos nos momentos pós-

tratamento houve desaparecimento do quadro anêmico entre os M6 e M12. 

Ikeda-Garcia et al (2008) utilizando o protocolo de tratamento com antimoniato 

de meglumine em sete cães, todos os animais anêmicos apresentaram uma 

resposta eritrocítico regenerativa, evidenciado por um aumento no número de 

células progenitoras eritróides na medula óssea, e pela presença de rubricítos 

e metarrubricitos no sangue periférico. 

Essa melhora clínica também é reportada em estudos com outros 

fármacos anti-Leishmania, como anfotericina B, aminosidina, antimoniato de 

meglumine e alopurinol (NOGUEIRA, 2007; IKEDA-GARCIA, et al., 2008; 

CIARLINI, et al., 2010;  SILVA, et al. 2011; ATHANASIOU, 2014; NOLI; 

SARIDOMICHELAKIS, 2014). 

Tabela 2: Comparação entre os resultados obtidos no hemograma pré e pós-
tratamento de cães com LV. 

VARIÁVEL M0 M6 M12 

    
Eritrograma* 

(x 106/dl) 
5,30 ± 1,57a 8,66 ± 8,89a 11,29 ± 4,78a 

Leucograma** 
(x 103/dl) 

9,30 ± 3,71a 8,66 ± 8,89a 11,29 ± 4,78a 

Plaquetas*** 
(x 103/dl) 

209,59 ± 120,57b 242,46 ± 109,12b 255,52 ± 112,44b 

    

Valores de referência: * 5,5 a 8,5 x 10
6
/dl ** 6,0 a 17,0 x 10

3
/dl *** 200 a 500 x 10

3
/dl (GARCIA-

NAVARRO, 2005) 
Letras minúsculas na mesma linha em diferentes momentos não houve diferença significativa 
 

 Análise Bioquímica 

Os valores médios e desvio padrão das variáveis uréia, creatinina, ALT e 

FA estão expresso na (tabela 3). No M0 100% (18/18) dos animais 

apresentaram valores considerados normais segundo KANEKO et al., (1997), 

utilizados como critério de inclusão para o presente estudo.  
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Nos M6 e M12 todos os animais permaneceram sem alterações. As 

concentrações séricas de ALT, FA, ureia e creatinina não apresentaram 

diferenças significativas (p<0,0001) entre os momentos M0, M6 e M12. No 

entanto os parâmetros bioquímicos são úteis para avaliar, sobretudo a função 

renal e hepática ao mesmo tempo em que nos permite obter informações 

acerca do desenvolvimento da resposta imunitária, bem como 

acompanhamento das funções orgânicas de animais em tratamento para LV 

(MOREIRA, 2010; VIEIRA NETO, et al., 2011) 

 

Tabela 3: Comparação dos resultados obtidos da bioquímica sérica de cada 
momento de cães com LV submetidos a protocolo de tratamento experimental. 

  VARIÁVEL M0 M6 M12 

    
Alanina Aminotransferase 29,96 ± 15,83a 37,67 ± 27,85a 29,42 ± 7,71a 

    
Fosfatase Alcalina 

 
93,52 ± 139,94b 65,69 ± 40,93b 57,85 ± 34,97b 

    
Ureia 38,68 ± 12,03ab 35,91 ± 10,81ab 37,17 ± 22,26ab 

Creatinina 0,88 ± 0,19ab 0,99 ± 0,27b 0,91 ± 0,24b 

    

 

4 - CONCLUSÃO 

Após a administração do tratamento utilizando associações de 

alopurinol, domperidona e vacina, pode-se observar que houve a remissão dos 

sinais clínicos em todos os animais. E que os valores hamatimétricos e 

bioquímicos podem ser utilizados para o prognóstico e acompanhamento de 

animais submetidos a tratamento para Leishmaniose visceral. 
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AVALIAÇÃO DA DENSIDADE PARASITÁRIA NA PELE DE CÃES 
NATURALMENTE INFECTADOS POR Leishmania (Leishmania) infantum 

chagasi SUBMETIDOS A TRATAMENTO EXPERIMENTAL  
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AVALIAÇÃO DA DENSIDADE PARASITÁRIA NA PELE DE CÃES 
NATURALMENTE INFECTADOS POR Leishmania (Leishmania) infantum 

chagasi SUBMETIDOS A TRATAMENTO EXPERIMENTAL 
 
 
 

Evaluation of Parasite Density in naturally infected dogs skin with Leishmania 
(Leishmania) infantum chagasi submitted  to experimental treatment 

 
 

 
RESUMO A Leishmaniose Visceral Canina é uma doença que tem como 
agente etiológico no Brasil a espécie do protozoário Leishmania (Leishmania) 
infantum chagasi, endêmica em várias regiões, transmitida pelo inseto-vetor 
Lutzomyia longipalpis. O objetivo deste trabalho foi avaliar a densidade 
parasitária da pele de cães com infecção natural por Leishmania (Leishmania) 
infantum chagasi submetidos a tratamento experimental. Foram utilizados 18 
amostras de pele de cães com leishmaniose submetidos a protocolo de 
tratamento experimental, avaliados antes (M0) e após tratamento (M6 e M2). 
Para identificação e quantificação de formas amastigotas de L. (L.) infantum 
chagasi foi aplicada à técnica de imuno-histoquímica (IHQ). No momento zero, 
66,7% (12/18) dos cães apresentaram imunomarcação com 40% (7/18) e 28% 
(5/18) desses animais apresentando alta e baixa densidades parasitária 
respectivamente. Após seis meses de tratamento (M6), apenas 16,7% (3/18) 
permaneceram positivos na IHQ e após doze meses (M12) não foram 
encontradas formas amastigotas de L. (L.) infantum chagasi na pele de 
nenhum dos animais. Os resultados aqui obtidos pode-se concluir que a 
associação de fármacos utilizada foi efetivo na redução dos sinais clínicos e no 
completo desaparecimento das formas amastigotas na pele dos animais com 
infecção natural por L. (L.) infantum chagasi. 
 

 
 
 
 
 
Palavras-chaves: Cães, Imuno-histoquimica -  carga parasitária 
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Abstract: The Canine Visceral Leishmaniasis is a disease whose etiological 
agent in Brazil is the species of Leishmania (Leishmania) infantum chagasi, 
endemic in several regions, transmitted by insect vector Lutzomyia longipalpis. 
This study aimed to evaluate the skin parasite density of dogs naturally infected 
with Leishmania (Leishmania) infantum chagasi undergoing experimental 
treatment. 18 skin samples of dogs submitted to experimental treatment 
protocol were used, before (M0) and after treatment (M6 and M2). For 
identification and quantification of amastigote forms of L. (L.) infantum chagasi 
was applied immunohistochemical technique (IHC). At time zero, 66.7% (12/18) 
of the dogs showed immunostaining with 40% (7/18) and 28% (5/18) of these 
dogs with high and low parasite densities respectively. After six months of 
treatment (M6), only 16.7% (3/18) remained positive in IHC and after twelve 
months (M12) weren’t found amastigote forms of L. (L.) infantum chagasi in the 
skin of any animal. The results obtained can be concluded that the drug 
combination used was effective on reducing clinical signs and on the complete 
disappearance of amastigotes in the skin of animals naturally infected by L. (L.) 
infantum chagasi. 
 

 

 

 

Keywords :  Dogs – Immunohistochemical -  parasitic load 
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1 - INTRODUÇÃO 

 

No Brasil a infecção natural ou experimental por Leishmania 

(Leishmania) infantum chagasi em caninos domésticos pode produzir uma 

variedade de sinais clínicos, na dependência da resposta imune bem como 

pela deposição de imunocomplexos em vários órgãos (ALVAR et al. 2004), 

levando o aparecimento de animais assintomáticos e  sintomáticos. 

Nos cães com sintomatologia clínica, as dermatopatias, estão presentes em 

60-90% dos animais (AMUSATEGUI et al., 2003; ALVAR et al., 2004), podendo 

ser observados diferentes tipos de lesões em função da idade e sua evolução 

(FONDATI; FONDEVITA, 2004; SOLANO-GALLEGO et al., 2004; ALMEIDA et 

al., 2005; BANETH, 2006; CALABRESE,  et al., 2010). 

Do ponto de vista epidemiológico, os cães tem sido considerado 

importantes reservatórios da infecção em função do intenso parasitismo 

cutâneo, independente de presença de dermatopatia (DUTRA et al., 1985; 

VERÇOSA et al., 2008). Contudo o parasitismo cutâneo não ocorre na mesma 

intensidade nas diferentes fases de evolução da doença, particularmente em 

função da resposta imune. 

Por outro lado, vários trabalhos têm sido realizados na tentativa da 

padronização do tratamento de cães infectados com L. infantum chagasi no 

Brasil (MAYRINK  et al., 2006; SILVA, 2012; CIARLINI  et al., 2010; IKEDA-

GARCIA, et al., 2010), sendo evidenciado  que na maior parte dos 

casos  ocorre a cura clinica, no entanto (IKEDA-GARCIA et al., 2007; 

KOUTINAS et al., 2001; MIRO et al., 2009). 

Neste contexto a quantificação do parasitismo em diversos tecidos tem 

sido proposto no monitoramento da resposta aos diversos produtos com 

atividade leishmanicida ou leishmaniostática (MARY et al., 2006; ROMERO et 

al., 2010). 

Sendo assim o objetivo deste trabalho foi avaliar a densidade parasitária 

da pele de cães com infecção natural por Leishmania (Leishmania) infantum 

chagasi submetidos a tratamento experimental. 
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2 - MATERIAL E MÉTODOS 

 

Animais 

Foram utilizados 18 cães domiciliados, de ambos os sexos, de raça e 

idade variadas, provenientes da Região Metropolitana do Recife, atendidos no 

serviço ambulatorial do Hospital Veterinário (HV) da Universidade Federal 

Rural de Pernambuco (UFRPE). O projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética 

em Experimentação Animal (CEUA) da Universidade Federal Rural de 

Pernambuco - UFRPE, registrado sob o protocolo de número 077/2014. 

Todos os animais apresentavam quadro clínico sugestivo de LVC e 

apresentavam-se sororreagentes a Reação de Imunofluorescência Indireta 

(RIFI) e ao teste Ensaio Imunoenzimático  (ELISA) e confirmados pelos testes 

parasitológicos (biópsia de medula óssea, aspirado de linfonodos e citologia 

esfoliativa) pesquisa das formas amastigotas da L. (L.) infantum chagasi. 

Avaliação Clínica 

Os animais foram avaliados do ponto de vista clínico, seguindo as 

normas semiológicas observando as alterações orgânicas sugestivas de LVC 

(FERRER, 1999).  Foram considerados aptos ao tratamento aqueles animais 

que mostraram boa condição corporal e ausência de patologias associadas.  

Após o processo de triagem, os animais foram mantidos domiciliados, e 

permaneceram durante todo o período experimental com uma coleira 

parasiticida a base de deltametrina, substituída a cada quatro meses, bem 

como aplicação mensalmente permetrina ―pour-on‖. 

 

Protocolo de Tratamento 

Os animais foram submetidos ao protocolo de tratamento para LVC com 

Alopurinol na dose de 10 mg/kg a cada 12 horas e domperidona 1 mg/kg a 

cada 24 horas, por via oral, durante todo o período do experimento, associado 

a aplicação de três doses da vacina inativada e de subunidade, sendo uma 

fração glicoprotéica purificada, com intervalo de 21 dias, por via subcutânea, na 

diluição de duas partes do liofilizado para uma do diluente, sendo realizadas 

avaliações clínicas e laboratorial nos momentos zero (M0), seis meses (M6) e 

doze meses (12M). 
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Biópsias cutâneas 

Para a identificação e quantificação de formas amastigotas de L. (L.) 

infantum chagasi foi coletado fragmento de pele de oito milímetros (mm) de 

cada animal, através de um punch da região entre as escápulas sendo a pele 

posteriormente suturada posteriormente. O material coletado foi imediatamente 

fixado em formol a 10% tamponado com fosfato de sódio 0,01M e pH 7,3 por 

no máximo 48 horas e, em seguida, armazenados em álcool a 70% até o 

processamento.  

 

Imuno-histoquímica  

 

 A técnica de imuno-histoquímica (IHQ), foi realizada pela 

estreptoavidina-peroxidase para detecção de formas amastigotas da L. 

infantum, segundo Tafuri et al. (2004).Os fragmentos de pele fixados em formol 

tamponado a 10% foram submetidos às técnicas rotineiras de inclusão em 

parafina e os cortes submetidos a IHQ.  

 

Avaliação da densidade de parasitos  

A densidade parasitária da pele foi avaliado através dos cortes 

imunomarcados, nos momentos M0, M6 e M12. A análise foi quantitativa 

levando em consideração a média do número de formas amastigotas 

encontradas em cinco campos observados (440X) ao microscópio ótico. Em 

seguida, a densidade foi classificada em Baixa (<400), Média (=400) e Alta 

(>400). Em cada reação foi realizado um controle positivo e um negativo para 

as imunomarcações. 

 

 Análise Estatística 

Para a análise estatística da carga parasitária entre os tempos M0, M6 e 

M12 foi utilizado o Teste de Friedmann, Software BioEstat 5.0 considerando o 

nível significância  p= 0,002(AYRES et al., 2007).  
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3 - RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

  Todos os animais apresentavam pelo menos um sinal clínico para 

leishmaniose visceral canina, sendo as dermatopatias, particularmente a 

dermatite descamativa observada em 83% (14/18) dos cães no momento zero  

Este resultado esta em concordância com Torres-Neto, et al (2008), que 

observaram este tipo de dermatopatia na infecção canina por  L. (L.) infantum 

chagasi. 

A dermatite descamativa tem sido um dos padrões dermatológicos mais 

visibilizadas na Leishmaniose Visceral Canina (LVC), estando associada a uma 

maior imunidade a infecção (PAPADOGIANNAKIS et al., 2005), com a 

participação das citocinas linfo-histiocitárias (SUTER et al. 1997).  

Na avaliação da densidade parasitaria pela IHQ de pele do momento 

zero, 66,7% (12/18) dos cães apresentaram imunomarcação com 40% (7/18) e 

28% (5/18) dos animais apresentando alta e baixa densidades parasitária 

respectivamente. (Figura1: A; Tabela 1). 

 Esses resultados são superiores aqueles apresentados por Laurenti et 

al., (2013) no qual encontraram o parasitismo  cutâneo de   58,7% (14/24) e 

Queiroz et al. (2011) que detectaram 44,4 % dos cães sintomáticos. 

Apesar de ter sido estabelecido a importância da pele na transmissão da 

LVC, independentemente da presença ou não de sintomatologia, em função da 

alta carga parasitária neste órgão (ABRANCHES et al., 1991), não existe um 

consenso  para importância deste órgão (LAURENTI et al.,2013) 

A densidade parasitária aqui observada pode ter sido causada por um 

intenso infiltrado inflamatório, o qual não pode ser comparado com outros 

estudos em função da idade da lesão e sua evolução, já que todos os animais 

apresentavam dermatopatias.  

Após seis meses de tratamento (M6), apenas 16,7% (3/18) 

permaneceram positivos na IHQ, sendo, entretanto observada a redução 

densidade parasitária na pele desses cães e melhora clínica.  

Este resultado é semelhante aqueles observados por Ikeda-Garcia, et 

al., (2010), que observaram este mesmo padrão após o tratamento de cães 

com antimoniato de meglumine a alopurinol, assim como Koutinas et al., 

(2001), Manna, et al., (2009), que observaram o mesmo perfil. 
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A densidade parasitária reduzida após o tratamento pode ser explicada, 

não só por ação direta leishmaniostática do alopurinol, mas também pela 

eventual ativação da imunidade mediada por células pela domperidona 

(RIBEIRO, 2007; GOMEZ-OCHOA, et al., 2009; REIS, et al., 2009). 

No M12 não foram encontradas formas amastigotas de L. (L.) infantum 

chagasi na pele de nenhum dos animais avaliados (Figura 1: B).  

Estes resultados foram superiores aqueles observados por Baneth et al., 

(2002); Manna, et al (2009); Silva, et al ( 2012); e Authanasiou, et al ( 2013) 

que após tratamento de animais com LVC, não foi possível observar o 

desaparecimento completo de formas amastigotas de L. (L.) infantum chagasi 

na pele sim apenas a redução. 

É importante notar que o tratamento aqui utilizado, resultou na 

diminuição significativa na densidade parasitária na pele entre os M0 e M6 

(p<0,05), bem como no M12 em relação ao M0 (p<0,05), nos quais as formas 

amastigotas de L.(L.) infantum chagasi estavam ausentes em todas as 

amostras analisadas. 

Não obstante futuros trabalhos dever sem realizados para avaliar a 

positividade da pele para os vetores flebotomineos. 
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Figura 1: A – na seta vermelha imunomarcação de formas amastigotas de L. (L.) infantum 

chagasi na pele cão no M0; B – IHQ negativa de pele de cão no M12.(400X). 
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ANIMAIS M0 M6 M12 

1 AUSENTE AUSENTE AUSENTE 

2 A AUSENTE AUSENTE 

3 B AUSENTE AUSENTE 

4 A AUSENTE AUSENTE 

5 B AUSENTE AUSENTE 

6 AUSENTE AUSENTE AUSENTE 

7 A AUSENTE AUSENTE 

8 B AUSENTE AUSENTE 

9 A AUSENTE AUSENTE 

10 AUSENTE AUSENTE AUSENTE 

11 AUSENTE AUSENTE AUSENTE 

12 AUSENTE AUSENTE AUSENTE 

13 A B AUSENTE 

14 A B AUSENTE 

15 A B AUSENTE 

16 AUSENTE AUSENTE AUSENTE 

17 B AUSENTE AUSENTE 

18 B AUSENTE AUSENTE 

    

Carga Parasitária: Baixa < 400 (B), Média =400 (M) e Alta > 400 (A) 

 

4 - CONCLUSÃO 

Baseado nos resultados aqui obtidos pode-se concluir que a associação 

de fármacos aqui utilizada foi efetivo na redução dos sinais clínicos e no 

completo desaparecimento das formas amastigotas na pele dos animais com 

infecção natural por L. (L.) infantum chagasi. 

 

Tabela 1: Resultados da quantificação da carga parasitária nas amostras de pele de 
cães com LV antes (M0) e após os tratamentos (M6 e M12). Método de imuno-
histoquímica. 
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ARTIGO 3  

 

 

MONITORAMENTO POR PCR EM CÃES  NATURALMENTE INFECTADOS 
POR Leishmania (Leishmania) infantum chagasi SUBMETIDOS A 
TRATAMENTO COM ALUPORINOL, DOMPERIDONA E VACINA 
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MONITORAMENTO POR PCR EM CÃES  NATURALMENTE INFECTADOS 
POR Leishmania (Leishmania) infantum chagasi SUBMETIDOS A 
TRATAMENTO COM ALUPORINOL, DOMPERIDONA E VACINA 

 

Follow-up by PCR of  naturally infected dogs Leishmania (Leishmania) 
infantum chagasi treated  by allopurinol, domperidone e vaccine 

   

Resumo: A leishmaniose visceral é uma importante endemia no Brasil, 
causada pela espécie de protozoário Leishmania (Leishmania) infantum 
chagasi. É transmitida através da picada do mosquito Lutzomyia longipalpis, e 
o cão doméstico é o principal reservatório urbano. O objetivo do presente 
trabalho foi monitorar através da Reação da Cadeia em Polimerase (PCR) os 
animais com infecção natural por Leishmania (Leishmania) infantum chagasi 
submetidos ao tratamento com alopurinol, domperidona e vacina. Foram 
utilizados 18 cães domiciliados, de ambos os sexos e idades variadas, 
submetidos ao protocolo de tratamento para leishmaniose visceral, com 
Alopurinol 10 mg/kg a cada 12 horas e domperidona 1 mg/kg a cada 24 horas, 
por via oral, associado com três doses da vacina inativada, e avaliados nos 
momentos zero (M0), seis meses (M6) e doze meses (12M). Os cães no M0, 
66,66% (12/18) apresentaram amplificação de fragmentos de DNA de 120 
pares de base (pb)  de L. (L.) infantum chagasi na pele e 100% (18/18) na 
medula óssea. Após seis meses de tratamento houve uma redução de 75% e 
11,11% na positividade da pele e medula óssea respectivamente. No M12, 
5,55% (1/18) e 88,88% (16/18) dos animais foram positivos a PCR na pele (p= 
0, 0001 e medula óssea  (p> 0,005) respectivamente. A PCR demonstrou ser 
uma ferramenta útil no monitoramento de cães com infecção natural por L. (L.) 
infantum chagasi submetidos ao tratamento de alopurinol associado à 
domperidona e a vacina inativada e de subunidade. 

   

 

Palavras-chaves – PCR -  Pele – medula óssea  
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Abstract - Visceral leishmaniasis is an important endemic disease in Brazil, 
caused by the species of Leishmania (Leishmania) infantum chagasi. It is 
transmitted through mosquito bites Lutzomyia longipalpis, and the domestic dog 
is the main urban reservoir. This study aimed to follow-up through the 
Polymerase Chain Reaction (PCR) animals naturally infected by Leishmania 
(Leishmania) infantum chagasi submetted to treatment with allopurinol, 
domperidone and vaccine. 18 pet dogs were used of both sexes and various 
ages submited to the treatment protocol for visceral leishmaniasis, with 
allopurinol 10 mg / kg every 12 hours and domperidone 1 mg / kg every 24 
hours, orally, associated with three doses of inactivated vaccine, and evaluated 
in moments zero (M0), six months (M6) and twelve months (12M). The dogs in 
M0, 66.66% (12/18) showed amplification of 120 base pairs DNA fragments 
(bp) L. (L.) infantum chagasi skin and 100% (18/18) in the bone marrow. After 
six months of treatment were observed a decrease of 75% and 11.11% in skin 
and bone marrow positivity respectively. At M12, 5.55% (1/18) and 88.88% 
(16/18) of the animals were PCR positive in the skin (p = 0, 0001) and bone 
marrow (p <0.005) respectively. PCR showed to be an useful tool in tracking 
dogs naturally infected with L. (L.) infantum chagasi submitted to the treatment 
of allopurinol associated with domperidone and the inactivated and subunit 
vaccine. 

 

 

 

 Keywords – PCR – Skin - bone marrow 
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1 – INTRODUÇÃO 

Em áreas endêmicas para leishmmaniose Visceral (LV), os cães tem 

sido apontados como principal reservatório urbano da Leishmania (Leishmania) 

infantum chagasi (FRAGA et al., 2012),podendo apresentar diferentes formas 

clínicas a saber: assintomáticos ou polissintomáticos (CABRAL  et al., 

1998; MOLINA et al., 1994). 

Sendo assim, além de diagnóstico precoce e o tratamento adequado dos 

casos humanos, o emprego de inseticidas de ação residual e medidas de 

saneamento do meio doméstico para a redução da densidade vetorial e a 

identificação e eliminação do reservatório doméstico tem sido recomendada 

(ASHFORD et al, 1998). 

Apesar da alta taxa de eliminação de cães (ANDRADE et al., 

2007), não houve redução das taxas de prevalência na população humana 

(VIEIRA ; COELHO, 1998; COSTA ; VIEIRA, 2001). 

Por outro lado, o tratamento da doença canina tem sido descrito na 

tentativa da remissão dos sinais clínicos e principalmente redução na 

capacidade infectante dos animais (NOLI; AUXILIA, 2005; IKEDA-GARCIA et 

al., 2007; RIBEIRO, et al., 2008;  GOMEZ-OCHOA  et al., 2009; CIARLINI et 

al.,2010; TRIGO et al., 2010; MIRÓ et al, 2011; TORRES, et al., 2011; SILVA, 

et al., 2012;  ARITI, et al., 2013; ATHANASIOU, et al., 2013). 

Neste sentido uma variedade de testes parasitológicos, sorológicos e 

moleculares tem sido utilizados para monitorar os animais após o tratamento 

(ALVAR et al., 1994; FERRER et al., 1995; BOURDOISEAU et al., 1997; 

FERNANDEZ-PEREZ et al., 1999). 

O objetivo do presente estudo foi monitorar através da Reação da 

Cadeia em Polimerase (PCR) os animais com infecção natural 

por Leishmania (Leishmania) infantum chagasi submetidos ao tratamento 

com alopurinol, domperidona e vacina. 

   

2 - MATERIAL E MÉTODOS 

 Foram utilizados 18 cães domiciliados, de ambos os sexos, de raça e 

idade variadas, provenientes da Região Metropolitana do Recife, atendidos no 
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serviço ambulatorial do Hospital Veterinário (HV) da Universidade Federal 

Rural de Pernambuco (UFRPE). O projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética 

em Experimentação Animal (CEUA) da Universidade Federal Rural de 

Pernambuco - UFRPE, registrado sob o protocolo de número 077/2014. 

Todos os animais apresentavam quadro clínico sugestivo de LVC e 

apresentavam-se sororreagentes a Reação de Imunofluorescência Indireta 

(RIFI) e ao teste Ensaio Imunoenzimático  (ELISA) e confirmados pelos testes 

parasitológicos (biópsia de medula óssea, aspirado de linfonodos e citologia 

esfoliativa) pesquisa das formas amastigotas da L. (L.) infantum chagasi. 

 

Avaliação Clínica 

 

Os animais foram avaliados do ponto de vista clínico, seguindo as 

normas semiológicas observando as alterações orgânicas sugestivas de LVC 

(FERRER, 1999).  Foram considerados aptos ao tratamento aqueles animais 

que mostraram boa condição corporal e ausência de patologias associadas. 

Após o processo de triagem, os animais foram mantidos domiciliados, e 

permaneceram durante todo o período experimental com uma coleira 

parasiticida a base de deltametrina, substituída a cada quatro meses, bem 

como aplicação mensalmente permetrina ―pour-on‖. 

  

Protocolo de Tratamento 

Os animais foram submetidos ao protocolo de tratamento para LVC com 

Alopurinol na dose de 10 mg/kg a cada 12 horas e domperidona 1 mg/kg a 

cada 24 horas, por via oral, durante todo o período do experimento, associado 

a aplicação de três doses da vacina inativada e de subunidade, sendo uma 

fração glicoprotéica purificada, com intervalo de 21 dias, por via subcutânea, na 

diluição de duas partes do liofilizado para uma do diluente, sendo realizadas 

avaliações clínicas e laboratorial nos momentos zero (M0), seis meses (M6) e 

doze meses (12M). 

 Amostras Biológicas 
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As amostras de pele foram obtidas após o bloqueio anestésico na região 

do cotovelo esquerdo, por meio da administração de cloridrato de lidocaína na 

dose de 7m/kg por via subcutânea a fim de promover anestesia local da região 

da coleta. Os fragmentos de pele foram coletados com auxilio de ―punch‖ com 

diâmetro de 8 mm. O material coletado foi congelado e mantido a temperatura 

de -20ºC para posterior extração de DNA.   

A punção de medula foi realizada com os animais sedados por via 

intramuscular ketamina 11mg/kg e xilazina 1,1 mg/kg. Em seguida realizou-se a 

assepsia da região esternal, onde foi introduzida uma agulha 

40X12mm acoplada em uma seringa de 20,0mL, seguindo-se a aspiração da 

medula óssea. De cada animal foi aspirada uma alíquota do conteúdo, que foi 

imediatamente transferido para tubos plásticos de polipropileno, congelado e 

mantido a temperatura de -20ºC para posterior análise. 

  

 Análise Estatística 

          Empregou-se o teste dos sinais para a comparação de cada tecido e 

entre eles, em diferentes momentos, utilizando o programa software BioEstat 

5.0 (AYRES, et al., 2007). 

 REAÇÃO EM CADEIA POLIMERASE (PCR) 

Extração de DNA de tecidos 

As extrações de DNA das amostras de medula óssea e pele, foram 

realizadas utilizando o kit ―DNeasy Blood & Tissue Kit®‖ (Quiagen Inc., EUA) 

de acordo com as instruções do fabricante. 

Amplificação do Complexo Leishmania (Leishmania) donovani 

Utilizou-se volumes de 25µl para cada reação, sendo: 2,5µL de Tampão 

200mM  Tris-HCl;  500mM  KCl;  pH  8,4),  1µL  de  MgCl2  (1,5  mM),  2µL  de  

dNTPs  (10mM cada),  2,5µL  de  cada  primer  (10  pmol/µL),  0,125µL  de  

Taq  polimerase  (5U/µL), quantidade suficiente de água ultrapura para 

completar 20µL e 5 µL de DNA (10ng/µL) 
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A amplificação de fragmentos de DNA de 120 pares de base (pb) foram 

conduzidas em termociclador com ciclos de: 1 ciclo D 94°C – 2 min, e 30 ciclos 

D 94°C – 20 seg, A 60 °C  – 20 seg, E 72°C – 30 seg, E final 72°C – 5 min . 

Para a PCR do complexo L. (L.) donovani foram utilizados primers MC1: 

(5’ – GTT AGC CGA TGG TGG  TCT TG – 3’) e MC2: (5’ – CAC CCA TTT TTC 

CGA TTT TG – 3’) descritos por CORTES et al. (2004). 

Como controle positivo foi utilizado DNA de cão naturalmente infectado 

por L. (L). infantum chagasi. Por sua vez, para o controle negativo foi utilizado 

DNA de cão livre do parasito. 

Os produtos amplificados foram submetidos à eletroforese horizontal em 

gel de agarose a 2% corado com corante comercial Blue Green (LGC) em 

tampão de corrida TBE 1X pH 8,0 (44,58 M Tris-base; 0,44M ácido bórico; 

12,49mM EDTA). 

  

3- RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Dos animais que iniciaram o tratamento, 100% (18/18) apresentavam 

sinais clínicos sugestivos, particularmente as dermatopatias 89% (16/18), 

linfoadenomegalia em 72% (13/18), lesões oftálmicas em 56% (10/18), 

emagrecimento em 28% (5/18) e atrofia da musculatura em 22% (4/18) dos 

animais. 

O quadro clínico nos cães portadores de LV tem sido descrito como 

bastante variado, devido à influência da própria resposta imune em controlar a 

replicação do parasita (SILVA, 2007; ALMEIDA, et al., 2010; ALEXANDRE 

PIRES, et al., 2010; IKEDA-GARCIA, et al. 2010; CASTRO, et al., 2012) e  

assemelham-se aqueles reportados por outros autores na avaliação clínica pré-

tratamento de animais com leishmaniose visceral canina (FERRER, 2002; 

COSTA VAL, 2007; ALMEIDA et al., 2005; AGUIAR, et al., 2007; CASTRO, et 

al., 2012; FREITAS, et al., 2012; ATHANASIOU, et al., 2013). 

Houve remissão significativa e progressiva dos sinais clínicos entre os 

M6 e M12 em relação ao M0. 

A administração do alopurinol em cães com LV aqui utilizado não 

proporcionou a cura parasitológica, apenas a redução da carga parasitária. 

Este fato tem sido observado também em animais com LV tratados com 
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antimoniais (CAVALIERO et al., 1999; PENNISI  et al., 2005).  Por outro lado a 

domperidona tem mostrado ser efetivo na redução dos sinais clínicos (GOMEZ-

OCHOA et al., 2009) 

Sendo assim a administração do alopurinol em associações com outros 

fármacos por longo prazo tem demonstrado uma boa opção, devido sua baixa 

toxidade e significante diminuição na taxa de recaídas devido a sua atuação 

leishmaniostático (NOLI; AUXILIA, 2005; SILVA 2007). 

Quando do monitoramento da infecção dos cães no 

M0, 66,66% (12/18) dos animais apresentaram  amplificação de fragmentos de 

DNA de 120 pares de base (pb)  de L. (L.) infantum chagasi na pele e 100% 

(18/18) na medula óssea. Após seis meses de tratamento houve uma redução 

de 75% e 11,11% na positividade da pele e medula óssea respectivamente 

(Tabela 1). Houve diferença significativa (p= 0,0005) entre os M0 e M6 com 

relação à pele. 

A técnica da PCR foi escolhida para monitorar a infecção por L. 

(L.) infantum chagasiem cães aqui tratados em função da sensibilidade na 

detecção do DNA do parasito nas amostras biológicas (SOLANO-

GALLEGO et al., 2004; MANNA, et al. 2009; NOLI; 

SARIDOMICHELAKIS, 2014), aliado a rapidez do diagnóstico. 

Os resultados aqui encontrados com relação ao parasitismo na pele 

podem ser decorrentes a diminuição densidade parasitária, devido à ação 

leishmaniostática do alopurinol, e possivelmente pelo estímulo da resposta 

imunológica gerada domperidona e pela vacina (GOMEZ-OCHOA et al., 2009;  

CABRERA et. al., 2012). 

No que concerne ao monitoramento da infecção dos cães no M12, 5,55% 

(1/18) e 88,88% (16/18) dos animais foram positivos a PCR na pele (p= 0, 

0001 e medula óssea  (p> 0,005) respectivamente (Tabela 1). 

 

 

Tabela 1 – Frequência de positivos na PCR em diferentes amostras biológicas 

de cães antes e após-tratamento 

Amostras   PCR (%)   
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  M0 M6 M12 

Pele 66,66% (12/18) 16,66% (03/ 18) 5,55% (01/ 18) 

Medula Óssea 100% (18/ 18) 88,88% (16/18) 88,88% (16/18) 

  

A carga parasitária residual após a administração dos fármacos, já tem 

sido mencionada (MANNA et al. 2009; ARITI et al 2013) onde ocorre a 

remissão dos sintomas e redução da carga parasitária, mas não a eliminação 

do parasita (MANNA et al. 2009; ARITI et al 2013), particularmente na pele. 

Vale salientar a redução da carga parasitária na pele entre M0 e M12, 

sugere a interrupção da transmissão de forma considerável, concordando com 

Travi (2014) sobre a viabilidade da terapêutica. 

Por outro lado, os resultados aqui obtidos são semelhantes aqueles 

observados por Athanasiou et al (2013) e Hernandez et al (2014) que relataram 

diminuição de animais positivos na  PCR de medula óssea pós tratamento. 

Apesar da redução aqui observada, Ferrer (1997) assegura que o 

tratamento de cães com LV só deve ser cessado quando a PCR da medula 

óssea resultar negativa por duas vezes consecutivos em um intervalo de 12 

meses, o que não foi obtido no presente estudo. 

  

4 - CONCLUSÃO 

A PCR demonstrou ser uma ferramenta útil no monitoramento de cães 

com infecção natural porL. (L.) infantum chagasi submetidos ao tratamento 

de alopurinol associado à domperidona e a vacina inativada e de subunidade. 
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participar do estudo sobre Tratamento da Leishmaniose Visceral Canina 
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OBSERVAÇÕES: 
_______________________________________________________________ 
_______________________________________________________________
_______________________________________________________________
_______________________________________________________________
_______________________________________________________________ 
 

1. EVOLUÇÃO CLÍNICA 

DATA Sinais 
Clínicos  

VACINAÇÃO TºC PESO MEDICAÇÕES 

      

      

      

      

      

      

      

      

      

      

      

      

 
 
2 - Valores da Bioquímica Sérica de Animais em Tratamento 

Data Uréia Creatinina Fosfatase ALT 
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