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RESUMO 

 

O objetivo com este estudo foi comparar as técnicas de citologia aspirativa, biópsia e citobloco para 

identificação e quantificação parasitológica de Leishmania (Leishmania) infantum chagasi em medula 

óssea de cães. Amostras de tecido medular de 26 animais, em diferentes estágios clínico-laboratoriais da 

doença, foram estudadas obedecendo-se os mesmos critérios de investigação nas técnicas de citologia 

aspirativa, biópsia e citobloco. O menor número de campos para a confirmação parasitológica foi 

constatado no esfregaço direto obtido por citologia aspirativa. O estágio clínico-laboratorial não 

influenciou no número de campos necessários para a primeira visualização do agente em nenhuma das 

técnicas (p>0,05), e menor intensidade parasitária foi observada nas lâminas de citobloco. As técnicas de 

citologia aspirativa e biópsia concordaram na estimativa do coeficiente de infectividade no tecido 

estudado (p<0,05). Apesar de a técnica de citobloco permitir a concentração de células e o melhor 

reaproveitamento de amostras, não demonstrou ser um método adequado para rápida identificação e 

quantificação parasitológica na leishmaniose visceral canina. Considerando-se suas vantagens, a citologia 

aspirativa foi o melhor método para detecção microscópica do parasito e determinação do nível de 

intensidade parasitária no tecido estudado.  
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ABSTRACT 

 

The aim of the present study was to compare the aspiration cytology, biopsy and cell block techniques for 

identification and parasitological quantification of Leishmania (Leishmania) infantum chagasi in dog 

bone marrow. Bone marrow tissue samples from 26 animals, in different clinical-laboratory stages of the 

disease, were studied according to the same criteria of investigation in the aspiration cytology, biopsy 

and cell block techniques. The lowest number of fields for the parasitological confirmation was found in 

the direct smear obtained by aspiration cytology. The clinical-laboratory stage did not influence the 

number of fields required for the first visualization of the agent in any of the techniques (p> 0.05) and 

less parasitic intensity was observed in the cell block slides. The aspiration cytology and biopsy 

techniques agreed on the estimation of infectivity coefficient in the tissue studied (p< 0.05). Although the 

cell block technique allows the concentration of cells and better reutilization of samples, it has not been 

shown to be an adequate method for rapid identification and parasitological quantification in canine 

visceral leishmaniasis. Considering its advantages, aspiration cytology was the best method for 

microscopic detection of the parasite and determination of the level of parasite intensity in the tissue 

studied. 
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INTRODUÇÃO 

 

A leishmaniose visceral (LV) é uma doença 

endêmica, causada por protozoários do gênero 

Leishmania, que acometem mamíferos, inclusive 

o homem. Sua epidemiologia é complexa, com 

variações tanto no ciclo de transmissão como nos 

hospedeiros reservatórios, nos vetores e nas 

manifestações clínicas. Diferentes espécies de 

Leishmania circulam em uma mesma área 

geográfica e a Leishmania (Leishmania) 

infantum chagasi é considerada o principal 

agente da LV no Brasil, destacando-se os caninos 

domésticos como reservatórios urbanos da 

enfermidade (Solano-Gallego et al., 2011; Brasil, 

2014). 

 

Devido à inespecificidade dos sinais clínicos da 

doença, tanto nos seres humanos quanto nos 

animais, o diagnóstico da LV constitui muitas 

vezes um desafio (Gontijo e Melo, 2004; Silva et 

al., 2006; Brasil, 2014). O método parasitológico 

ainda é o meio mais específico para a detecção 

do agente, porém de sensibilidade variável, uma 

vez que depende da intensidade parasitária, do 

tipo de material biológico examinado e do 

número de campos observados ao microscópio 

(Giudice e Passantino, 2011; Solano-Gallego et 

al., 2011; Brasil, 2014).  

 

A avaliação do tecido medular pode ser 

considerada ideal para a busca do agente e o 

monitoramento do tratamento. Estudo 

demonstrou que a medula óssea apresenta 

parasitismo persistente e sofre rápido acúmulo de 

amastigotas (Cotterell et al., 2000), além de ser 

um sítio de coleta mais seguro por oferecer 

menor risco de ocorrência de hemorragias 

quando comparado à aspiração esplênica (Brasil, 

2014; Georgiadou et al., 2015). 

 

Apesar de apresentar alta especificidade, a 

análise parasitológica é exaustiva e demorada. A 

avaliação de 1.000 campos, em objetiva de 

grande aumento, de amostras obtidas por meio de 

aspiração esplênica foi descrita por Chulay e 

Bryceson (1983) e tem sido aplicada até hoje 

(Ciaramella et al., 1997; Cardoso, 2010; Salam et 

al., 2012; Sundar et al., 2015). Assim, a 

investigação de métodos que possam otimizar a 

detecção e o acompanhamento clínico-

laboratorial, utilizando-se o tecido medular, em 

diferentes estágios da LVC, é de grande 

importância.  

Portanto, o objetivo com este estudo foi 

comparar as técnicas de citologia aspirativa, 

biópsia e citobloco para identificação e 

quantificação parasitológica de Leishmania 

(Leishmania) infantum chagasi em amostras de 

medula óssea de cães. 

 

MATERIAL E MÉTODOS 

 

O estudo foi aprovado pela Comissão de Ética no 

Uso de Animais da Fundação Universidade 

Federal de Mato Grosso do Sul (Ceua/UFMS), 

sob o protocolo de número 669/2015.  

 

Foram utilizados 26 cães, sem restrição de sexo, 

raça, idade e peso corporal, que apresentaram 

formas amastigotas de Leishmania sp. no exame 

parasitológico de linfonodo. A reação em cadeia 

da polimerase (PCR), realizada conforme o 

protocolo descrito por Cortes et al. (2004), 

confirmou a presença e identificação da espécie 

Leishmania (L.) infantum chagasi no tecido 

medular. 

 

Com base na avaliação dos sinais clínicos e em 

dados laboratoriais, os animais foram agrupados, 

utilizando-se adaptação da classificação de 

Solano-Gallego et al. (2011), em: estágio 1 ou 

doença leve (sinais clínicos leves, como 

linfadenomegalia periférica ou dermatite papular 

com ausência de alterações laboratoriais); estágio 

2 ou doença moderada (sinais clínicos do estágio 

1, além de lesões cutâneas simétricas ou  

difusas, onicogrifose, anorexia, perda de peso, 

febre e epistaxe associadas a alterações 

laboratoriais, como anemia, hiperglobulinemia e 

hipoalbuminemia e perfil renal normal); estágio 

3 ou doença grave (alterações laboratoriais e 

sinais clínicos dos estágios 1 e 2, além de sinais 

provenientes de lesões por imunocomplexos, 

tromboembolismo pulmonar, síndrome nefrótica 

e doença renal crônica por estadiamento do IRIS 

- International Renal Interest Society). 

 

Em obediência à Portaria Interministerial número 

1.426, de 11 de julho de 2008, que dispõe sobre 

as normas técnicas para o combate às 

leishmanioses no país, e após consentimento 

livre e esclarecido dos proprietários, os animais 

foram eutanasiados de acordo com a Resolução 

714/2002 do Conselho Federal de Medicina 

Veterinária. A coleta do material para a avaliação 

da medula óssea foi realizada imediatamente 

após a eutanásia. 
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Em todos os cães, as amostras foram coletadas 

por punção do úmero proximal, com o auxílio de 

agulha pediátrica do tipo Jamshidi, seguindo-se 

os métodos preconizados por Grindem et al. 

(2009), em que foi padronizada a obtenção de 

2mL e aproximadamente 1,5cm para volume e 

fragmento de tecido medular, respectivamente. 

As amostras obtidas por aspiração foram 

utilizadas para realização dos esfregaços diretos 

e confecção dos citoblocos. 

 

Os esfregaços foram confeccionados de acordo 

com Grindem et al. (2009) e corados com 

corantes do tipo Romanowsky. Os citoblocos 

foram processados pelo método de gel de 

agarose (Grefte et al., 2008), e os fragmentos de 

biópsia de acordo com a técnica histopatológica 

de rotina (Gartner e Hiatt, 2007). Ambos foram 

corados com hematoxilina e eosina (HE). 

 

Os mesmos critérios foram obedecidos na 

avaliação das lâminas obtidas por meio do uso 

das técnicas de citologia aspirativa, de biópsia e 

de citobloco. A análise das lâminas foi realizada 

em microscópio óptico, com campo de grande 

aumento (cga), em objetiva de imersão (100x). A 

intensidade parasitária das amostras foi 

classificada de acordo com a adaptação do 

protocolo descrito por Chulay e Bryceson (1983) 

em: grau 0 (zero), diante de ausência de 

amastigotas após observação de 1.000 campos; 

grau 1+, após identificação entre uma e 10 

amastigotas em 1.000 campos; grau 2+, entre 

uma e 10 amastigotas em 500 campos; grau 3+, 

entre uma e 10 amastigotas em 100 campos; grau 

4+, entre uma e 10 amastigotas em 10 campos; 

grau 5+, entre uma e 10 amastigotas no primeiro 

campo de avaliação; grau 6+, entre 10 e 100 

amastigotas no primeiro campo de avaliação; e 

grau 7+, quando mais de 100 amastigotas foram 

visualizadas no primeiro campo de avaliação. 

 

O número de campos examinados para detecção 

da primeira forma amastigota do agente foi 

comparado entre as técnicas com o teste de 

Friedman. Para avaliar a concordância entre os 

métodos, aplicou-se o índice Kappa (k) simples, 

baseado nos critérios de Landis e Koch (1977). A 

comparação entre os grupos clínico-laboratoriais 

nas três técnicas estudadas, em relação ao 

número de campos percorridos para a primeira 

observação do agente, foi realizada com o teste 

de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste Dunn, 

quando necessário. O teste de Friedman foi 

utilizado para comparar, entre as técnicas, os 

graus de intensidade parasitária. Para todas as 

análises, as diferenças foram consideradas 

significativas quando p<0,05. 

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

A alta especificidade do exame parasitológico e 

as características comportamentais do tecido 

medular, diante da infecção pelo agente da 

leishmaniose, fizeram com que a avaliação da 

medula óssea fosse utilizada para o diagnóstico 

definitivo e o monitoramento da doença 

(Cotterell et al., 2000; Brasil, 2014; Georgiadou 

et al., 2015). 

 

Rotineiramente, a avaliação microscópica e a 

confirmação da LV são realizadas mediante a 

observação do esfregaço coletado por punção 

aspirativa da medula óssea (Brasil, 2014). Além 

disso, a análise de amostras obtidas por biópsia 

do tecido medular vem sendo empregada (Kumar 

et al., 2007) e recentes estudos admitiram a 

utilização do citobloco como incremento à 

investigação (Abrantes et al., 2016; Menezes et 

al., 2016), entretanto, ainda não foi estabelecido 

qual dos três métodos apresenta mais benefícios. 

 

Ao realizar-se a busca do parasito em cada uma 

das técnicas, independentemente do estágio 

clínico-laboratorial da doença, foi possível 

observar que houve diferença no número de 

campos examinados para a identificação da 

primeira forma amastigota. O menor número de 

campos para a confirmação parasitológica e, 

consequentemente, a maior rapidez na 

determinação da positividade foi constatada no 

esfregaço direto (Fig. 1). Entretanto, quando as 

técnicas foram comparadas, não houve diferença 

estatística significativa entre citologia aspirativa 

e biópsia (P>0,05) (Fig. 1).  

 

De acordo com o Ministério da Saúde (MS), uma 

amostra é considerada negativa após a análise de 

200 campos microscópicos em objetiva de 

imersão (Brasil, 2014). Contudo, no presente 

trabalho, a aplicação desse critério acarretaria 

diagnósticos falso-negativos em 3,85% (1/26) 

das amostras de esfregaço direto, 3,85% (1/26) 

de biópsia e 11,54% (3/26) de citobloco (Fig. 1), 

corroborando as observações de Cardoso (2010). 

Os dados também demonstraram que a 

investigação em 1.000 campos, empregada por 

vários autores (Chulay e Bryceson, 1983; 
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Ciaramella et al., 1997; Cardoso, 2010; Salam et 

al., 2012; Sundar et al., 2015), além de 

exaustiva, é desnecessária, já que o máximo de 

campos (476cga) para a visualização da primeira 

forma amastigota ocorreu na técnica de 

citobloco. 

 

 
Figura 1. Número de campos avaliados para 

identificar a primeira forma amastigota de 

Leishmania (L.) infantum chagasi em tecido 

medular de cães. Os resultados são expressos de 

acordo com a mediana (barra cinza) e o número 

de campos analisados em cada técnica. A linha 

de bar na horizontal representa ausência de 

diferença estatística significativa pelo teste 

Friedman, no nível de 5% de significância. 

 

Independentemente do estágio clínico-

laboratorial da doença, foi possível observar 

discordância entre os dados obtidos por meio da 

citologia aspirativa com as outras técnicas 

investigadas (P>0,05) e concordância moderada 

(Kappa=0,4583; P< 0,05) entre biópsia e 

citobloco. Esses resultados podem estar 

associados à frequência de falso-negativos na 

biópsia (7,69%) e citobloco (7,69%). 

 

Na classificação clínico-laboratorial, 30,77% 

(8/26) dos cães apresentaram doença leve, 

38,46% (10/26) moderada, e 30,77% (8/26) 

grave. Diferença estatística significativa não foi 

constatada (P>0,05) ao se compararem esses 

grupos, em cada uma das técnicas, em relação ao 

número de campos percorridos, o que indica que 

o estágio da enfermidade não influenciou na  

primeira visualização do agente (Tab. 1). 

 

Nas amostras dos animais no estágio 1, não foi 

observada diferença estatística significativa 

(P>0,05) ao se comparar, entre as técnicas, o 

número de campos percorridos para confirmação 

parasitológica. Nos estágios 2 e 3, o número de 

campos visualizados no esfregaço direto e nas 

lâminas confeccionadas por meio da biópsia foi 

inferior quando comparado ao citobloco (Tab. 1).  

 

Estudo comparando citologia aspirativa e biópsia 

da medula óssea, para identificação de diferentes 

enfermidades infecciosas e não infecciosas, 

demonstrou que ambas as técnicas executadas na 

mesma área podem acarretar hipocelularidade 

local e promover discrepância diagnóstica entre 

esses métodos (Toi et al., 2010). Contudo, no 

presente trabalho, a ausência de diferença 

estatística entre essas técnicas (P>0,05) indicou 

que o mesmo sítio de coleta não interferiu no 

diagnóstico parasitológico. A variabilidade 

observada entre o número de campos percorridos 

para a primeira identificação do agente pode 

estar associada à heterogeneidade do tecido 

medular na LVC (Gontijo e Melo, 2004; Honse, 

2014).  

 

A técnica do citobloco, embora tenha ratificado a 

positividade, exigiu maior número de campos 

para a primeira identificação do agente (Tab. 1), 

e formas amastigotas extracelulares não foram 

observadas durante a leitura das lâminas. Na 

confecção do citobloco, a amostra é centrifugada 

e apenas o pellet é processado para análise (Ong 

et al., 2015; Abrantes et al., 2016), o que pode 

ter provocado descarte de amastigotas livres 

presentes no sobrenadante e justificar a 

obrigatoriedade de maior número de campos para 

a confirmação de LVC. Menezes et al. (2016) 

admitiram a necessidade de estudos 

complementares para o emprego dessa técnica 

como meio de triagem epidemiológica de rotina 

na doença. 
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Tabela 1. Mediana e quartis do número de campos examinados, em diferentes técnicas de avaliação da 

medula óssea, para detecção parasitológica da primeira forma amastigota de Leishmania (L.) infantum 

chagasi em cães, de acordo com os diferentes estágios clínico-laboratoriais 

Grupos 

Técnicas 

Citologia aspirativa Biópsia Citobloco 

Md (1ºQ; 3ºQ) Md (1ºQ; 3ºQ) Md (1ºQ; 3ºQ) 

Estágio 1 2
Aa

 (1;7) 15
Aa

 (3;37) 63
Aa

 (10; 191) 

Estágio 2 4
Aa

 (2;17) 3
ABa

 (1; 23) 16
Ba

 (9; 44) 

Estágio 3 2
ABa

 (1;28) 2
Aa

 (1;8) 54
Ba

 (17;147) 
Abreviações: Md: mediana; 1ºQ: primeiro quartil; 2ºQ: segundo quartil. Medianas seguidas de letras maiúsculas 

diferentes nas linhas diferem estatisticamente pelo teste de Friedman (P<0,05), e medianas seguidas das mesmas 

letras minúsculas nas colunas não diferem estatisticamente pelo teste de Kruskal-Wallis (P>0,05). 

 

A determinação da intensidade parasitária por 

microscopia óptica é considerada um método 

barato e confiável, que pode ser utilizada para 

avaliar o grau da resposta do paciente ao 

tratamento e determinar a correlação entre 

infectividade e alterações clínico-laboratoriais 

(Chulay e Bryceson, 1983; Cardoso, 2010; Singh 

et al., 2010). Reis et al. (2006) destacaram a 

utilização da quantificação parasitológica na 

medula óssea como um marcador auxiliar 

confiável na investigação do estágio clínico-

infeccioso na LVC. 

 

No presente estudo, independentemente do 

estágio clínico-laboratorial da doença, observou-

se menor intensidade parasitária nas lâminas de 

citobloco (Fig. 2). Os efeitos causados pelo 

processamento do material, como apontado 

anteriormente, podem ter subestimado esses 

valores.  

Após a investigação de 1.000 campos, foi 

possível classificar em grau zero 3,85% (1/26) 

dos esfregaços diretos, 7,69% (2/26) das biópsias 

e 7,69% (2/26) dos citoblocos (Fig. 2), 

corroborando a capacidade diagnóstica da 

investigação no esfregaço direto. Em relação à 

estratificação em diferentes graus de parasitismo, 

não houve diferença estatística (P>0,05) entre 

amostras obtidas por citologia aspirativa e 

biópsia (Fig. 2), indicando que ambas as técnicas 

concordaram na estimativa do coeficiente de 

infectividade no tecido estudado. Entretanto, 

cabe destacar a facilidade de obtenção, 

processamento e custo da técnica de citologia 

aspirativa (Grindem et al., 2009). Contudo, 

ressalta-se a necessidade de estudos que 

permitam a validação desse teste em relação à 

quantificação parasitária na medula óssea. 

 

 
Figura 2. Comparação entre as técnicas de avaliação parasitológica da medula óssea para determinação da 

intensidade parasitária de amastigotas de Leishmania (L.) infantum chagasi em tecido medular de cães. 

Os resultados são expressos de acordo com a mediana (barra cinza) e o número de amostras classificadas 

nos diferentes graus de intensidade parasitária em cada técnica. A linha de bar na horizontal representa 

ausência de diferença estatística significativa pelo teste Friedman, no nível de 5% de significância.  
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CONCLUSÕES 

 

Apesar de a técnica de citobloco permitir a 

concentração de células e melhor 

reaproveitamento de amostras, esse método não 

demonstrou ser adequado para identificação 

rápida e quantificação parasitológica na LVC. 

Considerando suas vantagens, a citologia 

aspirativa foi a melhor técnica para detecção 

microscópica do parasito e determinação do nível 

de intensidade parasitária no tecido estudado.  
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