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RESUMO  

OBJETIVO : O estudo objetivou a determinação do tecido de eleição para o diagnóstico 

imunohistoquimico da Leishmaniose visceral canina. 

MÉTODOS:  Examinaram-se amostras obtidas em 40 cadáveres de cães positivos para 

leishmaniose visceral pelos testes de reação de imunofluorescencia indireta (RIFI) e ensaio de 

adsorção enzimática (ELISA), eutanasiados no Centro de Controle de Zoonoses de Campo 

Grande, MS. Os cadáveres de 20 animais que em vida manifestavam pelo menos três sinais da 

doença formaram um grupo denominado de grupo 1, enquanto os animais clinicamente 

normais formaram o grupo 2. Amostras da pele da ponta da orelha; linfonodos mandibulares, 

cervicais superficiais e poplíteos; fígado e baço colhidas. Processadas pela técnica rotineira de 

inclusão em parafina, microtomizada, um fragmento foi submetido à marcação 

imunohistoquímica específica e examinada em microscópio de luz.  

RESULTADOS: A imunohistoquímica possibilitou a confirmação da doença em todos os 

animais positivos. Os animais do grupo sem sinais a marcação na pele foi menor do que nos 

demais tecidos. No grupo com sinais, os três linfonodos e fígado mostraram maior 

sensibilidade à imunohistoquímica.  

CONCLUSÕES: Os resultados permitiram concluir que os linfonodos são os órgãos de 

eleição para o diagnóstico da LVC pelo método de imunohistoquímica.  

DESCRITORES: Leishmania sp., diagnóstico, imunohistoquímica. 

ABSTRACT 

Objective: The aim of the present study was to look for the most sensitive tissue for  

diagnose of canine visceral leishmaniasis using immunohistochemistry.  

Method: Forty serologic positive cadavers of dogs diagnosed by indirect immunofluorecence 

and enzyme linked immuno sorbent assay were euthanatized and provided by the Zoonosis 

Control Center of Campo Grande, MS. Dogs showing at least three signs of the disease were 

assigned as group 1 and dog without signs as group 2. Samples of skin, liver, spleen and 

mandibular, cervical and popliteal lympho nodes were harvested and fixed in 10% neutral 

buffered formalin for immunohistochemical examination under an optical microscope. 

Results: All animals were positive for leishmaniasis by immunohistochemical examination. 

The skin samples of  the apparently healthy animals (group 2) showed lower positivity 
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compared to other examined tissue. Among dogs with clinical signs  data showed higher 

sensibility in the lympho nodes and liver. 

Conclusion: Data obtained in this study allowed to conclude that  the most sensitive tissue for 

immunohistochemistry procedure are the lympho nodes.   

DESCRIPTORS: Leishmania sp., diagnostic, immunohistochemistry. 

 1 INTRODUÇÃO 

 1.1 Distribuição e taxonomia 

A leishmaniose visceral canina (LVC) é uma zoonose multissistêmica causada por um 

protozoário flagelado do gênero Leishmania, família Trypanosomatidae, da classe 

Zoomastigofora, e ordem Cinetoplastidae  (Tesh, 1995), com 3 espécies patogênicas 

pertencentes ao complexo Donovani sendo L. Chagasi, L. Infantum e L. donovani. No Brasil a 

espécie responsável pela doença é a Leishmania chagasi (Abranches et al., 1991).A doença é 

endêmica em 88 países (Rallis et al., 2005), distribuída na América Central, África, Sul da 

Europa, Ásia e Oriente (Marsden, 1979) com uma incidência estimada de 500.000 casos por 

ano em todo mundo (WHO, 2008; www.who.int). O Brasil detém 90% dos casos notificados 

no continente americano (Monteiro et al., 1994).  A enfermidade se desenvolve em 

hospedeiros mamíferos (Desjeux, 2004), causando lesões cutâneas ou envolvimento visceral 

generalizado (NSP/VPP, 2002). A leishmaniose visceral atualmente tem maior importância 

que a tegumentar por ser  mais comum e freqüentemente fatal quando não tratada (Desjeux, 

2004). 

  

 1.2 Ciclo biológico  

       Esta doença é uma importante zoonose, cujo agente tem os cães como o principal 

reservatório doméstico.  Eles se comportam como hospedeiro para a forma amastigota do 

protozoário, sendo capazes de infectar o flebótomo hematófago Lutzomyia (Lutzomyia) 

longipalpis, que em seu intestino o parasita se multiplica, tornando-se infectante a partir de 8 

a 20 dias (Desjeux, 2004). O flebótomo suga e infecta os humanos (Anderson et al., 1980; 

Abranches et al., 1991). A L. longipalpis é uma mosca hematófaga freqüentemente 

encontrada na zona rural ou urbana, com grande capacidade de adaptação ao convívio com 

seres humanos e animais domésticos (De Oliveira et al., 2008). O ciclo da leishmaniose 

visceral se resume a duas grandes entidades epidemiológicas: (1) nas Américas e na Europa se 

trata de uma zoonose, causada pelas espécies Leishmania chagasi e Leishmania infantum, isto 
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é uma doença de animais transmissível ao homem, e vice-versa e (2) Na Índia, é uma 

antroponose, causada pela Leishmania donovani, onde o homem é a própria fonte de infecção 

do vetor (Desjeux, 2004).  

 1.3 Papel dos cães na epidemiologia 

A leishmaniose costumava ser endêmica nas areas ruaris e peri-urbanas, entretanto 

com o aparecimento de focos em grandes centros urbanos, assumiu uma importancia maior na 

saúde publica (Diniz et al., 2008). O intenso parasitismo da pele, inclusive de animais 

assintomáticos, faz do cão o principal reservatório da Leishmania sp. (Abranches et al., 1991; 

Giunchetti et al., 2006). Entretanto, Tufuri et al., (2001) relataram um caso de leishmaniose 

visceral canina com presença de formas amastigotas em fragmentos de fígado, baço, 

lifonodos, rins, medula óssea e pulmões, mas as amostras de pele de múltiplas regiões do 

corpo do animal mostraram apenas discreto infiltrado inflamatório, sem a presença de formas 

amastigotas ( Tafuri et al., 2001). Ao se comparar os parâmetros microscópicos observados 

nos tecidos de animais assintomáticos com os de cães sintomáticos, foi observado maior 

parasitismo na pele de animais que apresentaram sinais clínicos da doença (Giunchetti et al., 

2008). Em todos os animais infectados, tanto assintomáticos, como oligossintomáticos e 

sintomáticos, o infiltrado inflamatório era predominantemente de linfócitos, plasmócitos e 

macrófagos (Giunchetti et al., 2006).  

  

 1.4 Sinais clínicos e perfís laboratoriais 

Clinicamente, a leishmaniose pode manifestar-se de formas variáveis e o tipo de 

síndrome resultante da infecção é determinado pela reação imune do hospedeiro, cujos sinais 

clínicos são de uma doença de evolução lenta. As síndromes variam desde lesões cutâneas 

autolimitantes até doença sistêmica fatal. Os sinais dermatológicos da leishmaniose visceral 

são mais comumente localizados na face e orelhas mais podem aprensetar-se, em casos mais 

severos, em todo o corpo do animal e consistem de descamação epitelial, seborréia, alopecia, 

ulceração da pele e onicogrifose. Os órgãos geralmente afetados são baço, fígado, linfonodos, 

medula óssea. Processos inflamatórios oculares também podem ocorrer, entre eles a blefarite,  

conjutevite, ceratite, uveíte, retinite e endoftalmite (Neta et al., 2007). Um caso de 

osteomielite causada por leishmaniose foi relatado no Brasil sendo esse um sinal clínico 

incomum no entanto possivel de ocorrer (Souza et al., 2005). Na forma visceral severa, a 

temperatura corporal é geralmente normal, no entanto podem ocorrer episódios recorrentes de 

hipertermia, com temperatura corporal atingindo ente 40-40,5°C. Há manifestações de 

fraqueza, emaciação, diarréia, epistaxe, claudicação, edema das patas, ulceração, inflamação 
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ocular que pode evoluir para cegueira, linfadenomegalia e hepato-esplenomegalia (Keenan, et 

al.,1984a; Ciaramella et al., 1997; NSP/VPP, 2002). 

Os achados laboratoriais mais comumente encontrados são anemia normocítica 

normocrômica, trombocitopenia, leucocitose, neutrofilia, alta concentração de proteínas 

plasmáticas totais, hipoalbuminemia e moderada a severa hiperglobulinemia com aumento 

das frações alfaglobulina 1 e 2, betaglobulina e gamaglubulina, aos 41 dias pós infecção. Com 

82 dias ocorre aumento mais acentuado das alfaglobulinas 1 e 2. Pode ocorrer aumento 

moderado de enzimas hepáticas fosfatase alcalina (FA) e alaninaminotransferase (ALT), e em 

animais com falência renal as concentrações de uréia e creatinina podem estar elevadas 

(Keenan, et al.,1984a; Ciaramella et al., 1997). No entanto, 55 a 82 dias após a infecção, pode 

ocorrer linfocitose associado a parâmetros leucocitários normais ou discretamente diminuídos 

(Keenan, et al.,1984a). 

Os isotipos de imunoglobulinas reativas anti-Leishmania são IgG, IgG1, IgG2, IgM, 

IgA e IgE. Os animais com carga parasitária moderada a severa apresentam níveis de IgG 

elevados (Reis et al., 2006a).  

A avaliação do perfil leucocitário de animais com diferentes manifestações clínicas 

revelou que os assintomáticos e oligossintomáticos apresentam quantidades absolutas  de 

linfócitos T (CD5+) mais elevada que os sintomáticos (Reis et al., 2006b). 

  

 1.5 Alterações anátomo-patológicas 

À necropsia de animais com LVC clínica, os achados externos incluem emaciação, 

lesões cutâneas e onicogrifose. Internamente, há aumento de volume do fígado, baço e 

linfonodos e os rins podem revelar palidez da cortical. Na maioria dos casos, a medula óssea 

apresenta-se hiperplásica (Keenan, et al.,1984b; NSP/VPP, 2002). O grande número de 

granulomas intralobulares, assim como o intenso infiltrado inflamatório portal e da cápsula 

hepática, pode bloquear o fluxo sangüíneo representando a base histológica da hepatomegalia 

(Giunchetti et al., 2008). Em humanos, as lesões são muito semelhantes às observadas nos 

cães, no entanto, em alguns casos, há de fibrose e cirrose hepática (El Hag et al., 1994). 

Microscopicamente, as alterações hepáticas freqüentemente encontradas em animais 

portadores de LVC se caracterizam pela presença de granulomas intralobulares de tamanhos 

variados, constituídos por aglomerados de macrófagos, parasitados ou não com a forma 

amastigota de L. chagasi, associados com células epitelióides, poucos linfócitos e 

plasmócitos, e raros neutrófilos. Outro achado freqüentemente observado é a hipertrofia e 
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hiperplasia das células de kupffer, assim como exudato linfo-histiocitário no espaço porta e 

cápsula hepática (Tafuri et al., 2001; Giunchetti et al., 2008).  

No baço, ocorre reação inflamatória crônica na cápsula esplênica, região subcapsular, 

sistema trabecular e polpa vermelha. Há adelgaçamento da cápsula e congestão. A polpa 

vermelha evidencia alta celularidade e alterações morfologicas devido a proliferação de 

macrófagos e a presença de granulomas (Keenan, et al., 1984b; Tafuri, et al., 2001; Santana et 

al., 2008). 

A linfoadenomegalia generalizada é uma característica marcante da LVC, (Tafuri et 

al., 2001; Lima et al., 2004; Giunchetti et al., 2008). O exame histológico de linfonodos de 

cães positivos revela que a zona cortical do linfonodo poplíteo, evidencia depleção das células 

foliculares e substituição dos linfócitos por macrófagos (Giunchetti et al., 2008). Os animais 

assintomáticos e oligossintomáticos apresentam hipertrofia e hiperplasia desta zona, enquanto 

os órgãos de animais sintomáticos apresentam, predominantemente, atrofia. Na região 

medular, há a presença de macrófagos com citoplasma repleto de formas amastigotas (Tafuri 

et al., 2001). 

A LVC pode acometer orgão como os rins, pulmão e medula óssea, causando 

glomerulonefrite, pneumonia intersticial crônica difusa e hiperplasia da medula óssea 

respectivamente. Em alguns casos, as tonsilas podem apresentar alterações semelhantes às 

observadas nos linfonodos (Keenan et al., 1984b; Tafuri et al., 2001).   

Na pele, as alterações macroscópicas presentes em animais doentes são caracterizadas 

por dermatite esfoliativa seca, alopecia com hiperqueratose e, em muitos casos, também 

ulcerações. Microscopicamente, é comum se observar tanto atrofia como hiperplasia da 

epiderme, hipermelanose e edema. Há também foliculite, degeneração, atrofia ou displasia 

folicular, bem como inflamação atrofia ou ausência de glândulas sebáceas. Ainda é relatado 

dermatite perivascular ou intersticial, superficial e profunda (Saridomichelakis et al., 2007). 

Amostras de pele sem lesões macroscópicas, provenientes de animais sintomáticos, na sua 

maioria, podem apresentar junto com alterações microscópicas, grande quantidade de formas 

amastigotas. Já o mesmo tipo de exame em amostras de pele de animais portadores 

assintomáticos, geralmente revela carga parasitária menor (Solano-Galego et al., 2004)  

 

 1.6 Diagnóstico 

Vários métodos de diagnóstico são preconizados. Dentre os diretos, destacam-se o 

exame microscópio de imprints corados com Giemsa, a histopatologia, a imunohistoquimica 

(IHQ), o cultivo e isolamento do agente em animais de laboratório, o xenodiagnóstico, a 
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reação em cadeia da polimerase (PCR) e a PCR em tempo real. Dentre métodos indiretos, são 

comumente empregados a reação de imunofluorescencia indireta (RIFI), o ensaio de 

imunodifusão, o ensaio de imunoadsorção enzimática (ELISA), o western blotting e a 

Citometria de fluxo (Maia e Campino, 2008). A histopatologia pode ser utilizada para 

diagnóstico definitivo da LVC através da detecção microscópica do parasita, no entanto 

apresenta limitações, como demora operacional e a dificuldade de reconhecimento do parasita 

(Xavier et al., 2006). A IHQ pode ser empregada como ferramenta complementar para a 

confirmação do diagnóstico, principalmente quando a carga parasitária é baixa ou quando as 

alterações histológicas, apesar de sugerirem a doença, não evidenciam o parasita (Tafuri et al., 

2004; Maia e Campino, 2008). Entretanto para a realização da IHQ os laboratórios 

veterinários devem ter seus protocolos padronizados e controlados em todas as etapas para 

que com isso os erros na interpretação de resultados não ocorram (Ramos-Vara et al., 2008) 

 

1.7 Controle da Leishmaniose 

           As principais medidas de controle da leishmaniose são baseadas no diagnóstico, 

tratamento dos pacientes, controle de vetores e controle de animais reservatórios. No Brasil, a 

eliminação de cães infectados foi associada com o decréscimo da prevalência da doença em 

humanos (Palatnik-De-Sousa et al., 2001). O tratamento de cães não é uma ferramenta 

interessante no controle da leishmaniose visceral uma vez que animais tratados podem ter sua 

carga parasitária aumentada apesar de aparentar cura(WHO, 2008; www.who.int). As 

estratégias de controle para vetores são baseadas no comportamento da Lutzomia longipalpis, 

sendo utilizados principalmente os inseticidas (Desjeux, 2004). Os exames utilizados nos 

programas de controle de leishmaniose visceral em áreas endêmicas no Brasil são ELISA e 

RIFI e alguns pesquisadores relatam a ocorrência de  reação cruzada com erlichiose e 

babesiose (Mancianti et al., 1996), no entanto, outros autores afirmam não ocorrerem tais 

reações (Oliveira et al., 2008). 

 

2. OBJETIVO 

 

O presente trabalho teve como objetivo eleger entre linfonodos (mandibular, cervical e 

poplíteo), fígado, baço e pele, o tecido mais eficiente para a detecção de formas amastigota 

através da imunohistoquímica, utilizando amostras colhidas de cães infectados naturalmente 

com Leishmania sp., com e sem a presença de sinais clínicos. 
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 Imunohistoquímica em cães positivos para leishmani ose visceral 

 Immunohistochemistry in dogs with visceral leishma niasis 

Marcel L. Costardii, Eurípedes B. Guimarãesii 

RESUMO  

OBJETIVO : O estudo objetivou a determinação do tecido de eleição para o 

diagnóstico imunohistoquímico da Leishmaniose visceral canina.  

MÉTODOS: Examinaram-se amostras obtidas em 40 cadáveres de cães positivos 

para leishmaniose visceral pelos testes de reação de imunofluorescência indireta 

(RIFI) e ensaio de adsorção enzimática (ELISA), eutanasiados no Centro de 

Controle de Zoonoses de Campo Grande, MS. Os cadáveres de 20 animais que em 

vida manifestavam pelo menos três sinais da doença formaram um grupo 

denominado de grupo 1, enquanto os animais clinicamente normais formaram o 

grupo 2. Amostras da pele da ponta da orelha; linfonodos mandibulares, cervicais 

superficiais e poplíteos; fígado e baço colhidas. Processadas pela técnica rotineira 

de inclusão em parafina, microtomizadas a 4µm, um fragmento foi submetido à 

marcação imunohistoquímica específica e examinada em microscópio de luz.  

RESULTADOS:  A imunohistoquímica possibilitou a confirmação da doença em 

todos os animais positivos. Os animais do grupo sem sinais a marcação na pele foi 

menor do que nos demais tecidos. No grupo com sinais, os três linfonodos e fígado 

mostraram maior sensibilidade à imunohistoquímica.  

CONCLUSÕES:  Os resultados permitiram concluir que os linfonodos são os órgãos 

de eleição para o diagnóstico da LVC pelo método de imunohistoquímica.  

DESCRITORES: Leishmania sp., diagnóstico, imunohistoquímica. 
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ABSTRACT 

Objective:  The aim of the present study was to look for the most sensitive tissue for  

diagnose of canine visceral leishmaniasis using immunohistochemistry.  

Method:  Forty serologic positive cadavers of dogs diagnosed by indirect 

immunofluorecence and enzyme linked immuno sorbent assay were euthanatized 

and provided by the Zoonosis Control Center of Campo Grande, MS. Dogs showing 

at least three signs of the disease were assigned as group 1 and dog without signs 

as group 2. Samples of skin, liver, spleen and mandibular, cervical and popliteal 

lympho nodes were harvested and fixed in 10% neutral buffered formalin for 

immunohistochemical examination under an optical microscope. 

Results:  All animals were positive for leishmaniasis by immunohistochemical 

examination. The skin samples of  the apparently healthy animals (group 2) showed 

lower positivity compared to other examined tissue. Among dogs with clinical signs  

data showed higher sensibility in the lympho nodes and liver. 

Conclusion:  Data obtained in this study allowed to conclude that the most sensitive 

tissue for immunohistochemistry procedure are the lympho nodes.   

DESCRIPTORS: Leishmania sp., diagnostic, immunohistochemistry. 

 INTRODUÇÃO 

Leishmaniose visceral canina (LVC) é uma doença multissistêmica causada pelo 

protozoário, Leishmania (Leishmania) chagasi, endêmica em várias regiões do 

mundo18. A enfermidade se desenvolve no homem e nos cães, causando lesões 

cutâneas e envolvimento visceral generalizado16. O acometimento visceral é 

importante por ser freqüentemente fatal quando não tratado7. É considerada uma 

importante zoonose, onde os cães têm um marcante papel epidemiológico, por 

serem hospedeiro para a forma amastigota do protozoário, que infecta o flebótomo 

Lutzomyia (Lutzomyia) longipalpis, uma mosca hematófaga altamente adaptável ao 

convívio com animais domésticos e com seres humanos6, nos quais realizam 

sugaduras, infectando-os1,2. O intenso parasitismo da pele, inclusive de animais 

assintomáticos, faz do cão o principal reservatório da leishmania sp.1, 9,11. Entretanto 

Tafuri et al. (2001)23 relatou um caso de leishmaniose visceral com presença de 
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formas amastigotas em múltiplos órgãos, cujas amostras de pele de diversas regiões 

do corpo apresentou apenas discreto infiltrado inflamatório, sem a presença do 

parasita.  

Clinicamente, a LVC pode se manifestar de formas variáveis e, o tipo de síndrome 

resultante da infecção, é determinada pela reação imune do hospedeiro. Os sinais 

predominantemente são de uma doença com evolução lenta, variando de animais 

assintomáticos, aparentemente saudáveis, a cães apresentando lesões cutâneas 

autolimitantes até comprometimento sistêmico fatal. Os sinais de comprometimento 

dermatológicos consistem de descamação, seborréia, alopecia, ulceração, 

onicogrifose, geralmente com distribuição simétricas. Na forma visceral severa, a 

temperatura corporal geralmente é normal ou sub-normal, podendo haver  

manifestação de fraqueza, emaciação, diarréia, epistaxe, claudicação, anemia, 

edema das patas, ulceração cutânea, inflamação ocular que pode levar a cegueira, 

linfadenomegalia e hepato-esplenomegalia16. 

À necropsia de animais com LVC clínica, os achados incluem emaciação, lesões 

cutâneas e aumento de volume dos linfonodos, baço e fígado. Os rins podem revelar 

palidez da cortical e na maioria dos casos, a medula óssea apresenta-se 

aumentada16. Em humanos, as lesões são semelhantes às observadas nos cães, no 

entanto, em alguns casos, há também presença de fibrose e cirrose hepática 8. 

Microscopicamente no fígado, há presença de granulomas intralobulares de 

dimensões variadas, constituídos de aglomerados de células epiteliódes e 

macrófagos, parasitados ou não com a forma amastigota de L. chagasi. Há poucos 

linfócitos, plasmócitos e raros neutrófilos. Outro achado freqüente é a hipertrofia e 

hiperplasia das células de kupffer, assim como um exudato linfo-histiocitário no 

espaço porta e cápsula hepática10,23. O grande número de granulomas intralobulares 

assim como o intenso infiltrado inflamatório portal e da cápsula hepática, podem 

bloquear o fluxo sangüíneo representando a base histológica para a 

hepatomegalia10. 

No baço, ocorre reação inflamatória crônica na cápsula esplênica, região 

subcapsular, sistema trabecular e polpa vermelha. Há adelgaçamento da cápsula e 

o orgão linfóide se apresenta congesto. A polpa vermelha evidencia proliferação de 

macrófagos e presença de granulomas23. 



20 
 
A linfoadenomegalia generalizada é uma característica marcante da LVC 9,12. O 

exame histológico de linfonodos de cães positivos evidencia uma cortical com 

desorganização de estruturas foliculares e hiperplasia dos linfócitos e macrófagos. 

Na região medular, há a presença de macrófagos com citoplasma repleto de formas 

amastigotas do parasita23.  

A histopatologia pode ser utilizada para diagnóstico definitivo da LVC através da 

detecção microscópica do parasita, no entanto apresenta limitações, como demora 

operacional e dificuldade de reconhecimento do parasita11. A IHQ é empregada 

como ferramenta complementar para a confirmação do diagnóstico, principalmente 

quando a carga parasitária é baixa ou quando as alterações histológicas, apesar de 

sugerirem a doença não evidenciam o parasita 13,24. 

Com relação ao controle, em áreas endêmicas do Brasil, a eutanásia de cães 

sorologicamente positivos foi relacionada a diminuição na prevalência de 

leishmaniose humana17. 

O presente trabalho teve como objetivo eleger o tecido, em cães sorologicamente 

positivos, infectados naturalmente com Leishmania sp, com e sem a presença de 

sinais clínicos, e que seja eficiente para marcação de formas amastigotas através da 

imunohistoquímica.  

 MÉTODOS 

Examinaram-se amostras obtidas em 40 cadáveres de caninos adultos, de ambos os 

sexos, disponibilizados pelo Centro de Controle de Zoonoses (CCZ) do município de 

Campo Grande, Mato Grosso do Sul. Todos pertenciam a animais positivos para 

Leishmania sp através dos testes sorológicos de RIFI (Biomanguinhos, Fiocruz, Rio 

de Janeiro, RJ, Brasil), considerado exame sorológico padrão ouro para diagnóstico 

de Leishmania sp. 9,19, e de ELISA(enzyme linked immunonoSorbent assay) 

(Biomanguinhos, Fiocruz, Rio de Janeiro, RJ, Brasil). Os cadáveres dos animais 

doentes e eutanasiados3 foram selecionados de acordo com os sinais clínicos 

registrados em vida, e separados em dois grupos. O primeiro grupo, ou sintomático, 

foi composto de 20 animais, que em vida, apresentaram pelo menos três sinais 

clínicos sugestivos de LVC tais como, emagrecimento severo, palidez de mucosas, 

dermatite esfoliativa seca, alopecia, hiperqueratose, úlceras de pele ou mucosas, 

onicogrifose e linfoadenopatia5 , e o segundo, também com 20 animais, clinicamente 

isentos de tais sinais, referido como assintomáticos. A ocorrência de 
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linfoadenomegalia, esplenomegalia e hepatomegalia foi confirmada através do 

exame post-mortem conduzido na sala de necropsia da Faculdade de Medicina 

Veterinária e Zootecnia da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul. Amostras 

colhidas da pele, em um ponto fixo, pré-determinado da extremidade da orelha; 

linfonodos mandibulares (LM), cervicais (LCS) e poplíteos (LP), fígado e baço foram 

fixadas em solução de formol a 10%, neutro e tamponado por no máximo 48 horas.  

Processadas as amostras pela técnica rotineira de inclusão e blocagem em 

parafina4,25, os blocos foram submetidos à microtomia, para obtenção de secções de 

tecidos, com espessura de 4 µm. Na seqüência, uma lâmina de cada bloco foi 

submetida à marcação imunohistoquímica, de acordo com protocolo preconizado por  

Tafuri (2004) 24. 

Para a marcação imunohistoquímica, as lâminas, depois de desparafinadas, foram 

hidratadas e incubadas com peróxido de hidrogênio a 4%, e em seguida lavadas em 

solução salina fosfatada tamponada (PBS), incubadas com 0,26g leite em pó 

desnatado (Molico®) diluído em 10ml de água destilada, seguido por lavagem em 

PBS. Como anticorpo primário, utilizou-se soro sangüíneo de cão positivo para L. 

chagasi, com titulação de 1:1280, diluído a 1:100 em PBS, no qual as laminas foram 

incubadas por 20-22 horas em câmara úmida na temperatura de 4 °C. Após 

incubação, as lâminas eram lavadas com PBS e  incubadas com biotinylated-link 

(Dako, Califórnia - EUA) por 30 minutos, lavadas novamente com PBS e incubadas 

por 30 minutos com streptavidin-HRP (Dako, Califórnia - EUA) em temperatura 

ambiente. A reação era desencadeada com solução cromógena de 

diaminobenzidine (Dako, Califórnia - EUA) por 5 minutos e então lavados com 3 

banhos consecutivos em água destilada por 5 minutos. Em seguida, os cortes eram 

corados com hematoxilina por 45 segundos e lavados em água corrente, por 5 

minutos. As lâminas eram desidratadas, diafanizadas e em seguida montadas com 

enthelan e lamínulas24 .  

As laminas prontas, foram examinadas em microscopia de luz com objetivas 100 e 

400X. Os exames eram interpretados como positivos através da marcação em cor 

marrom, de formas amastigotas no interior de macrófagos do sistema fagocitário 

mononuclear (Fig.1 e 2). 

Os dados obtidos foram tratados estatisticamente utilizando o programa 

computacional Biostat® 2008 profissional e Instat® e submetidos ao teste exato de 
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Fisher e ao teste não paramétrico de Cochran para comparação da diferença entre 

as porcentagens de positividade das amostras estudadas. 

 RESULTADOS 

Os sinais clínicos de LVC observados nos animais do grupo I, sintomáticos foram: 

dermatite esfoliativa seca (85%); alopecia (70%); anemia (65%); hiperqueratose 

(65%); onicogrifose (60%) e úlceras de pele (20%). Quanto à condição corporal, 

55%, apresentaram estado geral ruim, 40% regular e somente 5% tinha condição 

corporal boa. À necropsia, 85% dos casos revelou linfoadenomegalia; 45%, 

hepatomegalia e 55%, esplenomegalia.  

Quanto aos animais do grupo II, 90% deles apresentaram condição corporal boa e 

somente 10% evidenciaram estado geral regular. A manifestação clínica, por ventura 

observada em alguns animais desse grupo foi, anemia em 5% e, à necropsia, 

observou-se que 10% dos cadáveres apresentaram linfoadenomegalia e 15%, 

esplenomegalia.  

Quando as amostras foram submetidas à imunohistoquímica, todos os animais 

revelaram marcação em pelo menos um tecido e, com exceção de um do grupo 

assintomático, cujos linfonodos não revelaram marcação, evidenciando positividade 

somente na pele e no baço. Os resultados estão expressos na Tabela 1. No grupo 1 

ou sintomáticos, a maior positividade à IHQ ocorreu nos linfonodos cervicais 

superficiais, onde 90%  deles mostraram forte marcação de formas amastigotas do 

parasita, caracterizada pela presença agregados marrom no interior de macrófagos 

(Figura 1). Este quadro se repetiu em 85% dos LPs, 80% dos LMs, 75% dos fígados 

e baços e 60% das amostras de pele.  

Os resultados obtidos nos testes de imunohistoquimica, nas amostras de tecidos dos 

animais do grupo II, assintomáticos, expressos (Tab 1), revelam que, a maior 

positividade, com marcação semelhante à observadas nos tecidos dos animais do 

grupo I (Figura 2), coube aos LCs (90%), seguida dos LPs (85%), LMs (80%), baço 

(75%), fígado (60%) e pele (15%). 
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Tabela 1 - Imunohistoquímica para Leishmaniose Visceral Canina, em diferentes tecidos, de 40 
cães positivos nos testes sorológicos de RIFI e ELISA, com e sem sinais clínicos da doença e 
eutanasiados no CCZ de Campo Grande, MS 

Resultados positivos – (%) 
Tecidos 

Grupo 1-sintomáticos (n=20) - Grupo 2-assintomáticos (n=20) 

LM 18 – (90) 16 – (80) 
LCS 16 – (80) 18 – (90) 
LP 17 – (85) 17 – (85) 
LM+LCS+LP   20 – (100) 19 – (95)  

Pele 12 – (60)A 3 - (15)B 

Fígado                   15 –(75) 12 – (60)  
Baço 15 – (75) 15 – (75) 

Letras A e B na mesma linha representam diferença estatística significativa (p<0,007) 
LM=Linfonodo mandibular; LCS=Linfonodo cervical superficial; LP=Linfonodo poplíteo; 
LM+LCS+LP=Resultado obtido em pelo menos um dos três linfonodos 
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Figura 1- Linfonodo mandibular de animal positivo sintomático; 
Múltiplos macrófagos com citoplasma carregado de agregados 
marrom = Forma amastigota de Leishmania sp.(cabeça de seta) 

Figura 2 - Linfonodo cervical superficial de animal positivo 
assintomático; Macrófagos com citoplasma carregado de 
agregados marrom = Forma amastigota de Leishmania 
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 DISCUSSÃO 

As manifestações clínicas apresentadas pelos animais do grupo I foram 

características da LVC e estão de acordo com as descrições de  Melo et al. (2008)14 

; Rallis et al. (2005)18; Saridomichelakis et al. (2007)21; Moreira et al. (2007)15 e 

Ciaramella et al. (1997)5. 

Os resultados da imunohistoquímica dos linfonodos, conforme constam na Tab.1. 

Confrontando os resultados da IHQ obtidos nos linfonodos, no presente trabalho, 

com a literatura, observa-se que Moreira et al., (2007)15 registram uma sensibilidade 

da técnica de 65,85% para o diagnóstico de LVC, em LPs de animais portadores da 

doença com manifestações clínicas e de 72,73% em cães sorologicamente 

positivos, mas que não apresentaram sinais da doença, resultados estes inferior aos 

85% encontrados em ambos os grupos estudados. 

No grupo II, a maior porcentagem de resultados positivos na IHQ dos LCSs (90%) 

em relação aos LPs (85%) (Tab. 1), corrobora a hipótese de Ciarmella et al., (1997)5, 

de que, em casos de leishmaniose, os linfonodos das regiões craniais do corpo 

recebem maior carga parasitária, porque estão ligados aos vasos linfáticos que 

drenam as áreas corporais com grande concentração de lesões da LVC.  Os LMs 

dos animais desse grupo, apesar de se localizarem em área corporal que, em caso 

de manifestação de sinais clínicos, são amplamente afetadas de lesões, 

apresentaram 80% de positividade, menor que os 90% observados nos LCSs. Isto 

pode ser devido à diferença de extensão da área drenada, consideravelmente menor 

para os LMs, uma vez que os LCSs drenam extensa área de pele e tecido 

subcutâneo20. 

Com relação ao fígado, o baixo número de resultados positivos na prova de IHQ 

observados no órgão, onde somente 75% dos animais com sinais clínicos e 60% 

dos sem sinais revelaram positividade (Tab.1), está de acordo com os relatos de  

Moreira et al. (2007)15 que, ao compararem a positividade, do fígado no teste de IHQ 

em cães com LVC, com a da medula óssea e a do LP, observaram que somente 

53,66%  dos animais com sinais  e 56,52%  dos sem sinais clínicos, foram positivos. 

Alem disso este órgão tem revelado considerável instabilidade para o diagnóstico de 

LVC, uma vez que Giunchetti et al., (2008)10 obteve resultados ainda mais 

discrepantes, com 25 e 65% de positividade em cães sem manifestações e com 

sinais clínicos, respectivamente. Estes resultados são consideravelmente menores 
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que os 75% para o grupo I e os 60% para o grupo II, encontrados no presente 

estudo.  

O mesmo pode ser inferido quando se interpreta os valores observados na IHQ do 

baço dos cães positivos para LVC testados, onde os 75% de positividade 

encontrados, tanto nos animais do grupo I, como nos do grupo II (Tab.1), estão 

próximos aos 60,98% e 69,57%, registrados por Moreira et al. (2007)15 em cães com 

e sem sinais clínicos de LVC, respectivamente. 

Em se tratando da pele, a positividade de 60% na imunohistoquimica da pele dos 

animais do grupo I, é compatível com o percentual de 70% de resultados positivos 

encontrados por Soleno-Gallego et al., (2004)22 em amostras de pele de cães 

infectados com leishmania infantum. A comparação da positividade da pele pela 

imunohistoquímica, entre os 60% do grupo I, com os 15% do grupo II (Tab1)  revelou 

diferença estatisticamente significativa (p<0,007) concordando com o resultado 

encontrado por Giunchetti et al., (2006)11 que demonstraram uma carga parasitária 

maior na pele de animais com manifestação sinais clínicos, quando comparados 

com os sem sinais da doença. 

Estatisticamente, o tratamento dos resultados da IHQ obtidos nos tecidos dos 

animais do grupo I não revelou diferença significativa entre órgãos. Quando se 

aplicou o mesmo tratamento sobre os resultados encontrados nos tecidos dos 

animais do grupo II, somente a pele foi estatisticamente diferente dos demais 

órgãos. Entretanto a observação dos dados brutos (Tab 1.), o grupo I, revela que os 

nodos linfáticos sobressaem em termos de positividade, ocorrendo em 90, 85 e 80% 

dos LMs, LPs e LCSs, respectivamente.  O fígado e o baço evidenciaram resultados 

semelhantes e a pele foi o órgão que apresentou menor positividade. Estes 

resultados se repetiram com os animais do grupo II, mas com melhor desempenho 

do LCS e também pior para a pele (Tab.1). 

Os resultados obtidos no presente trabalho permitem concluir que os linfonodos são 

os órgãos de eleição para o diagnóstico direto da LVC pela IHQ, um teste de eleição 

para o diagnóstico da doença. A sensibilidade deste teste mostrou considerável 

aumento de sensibilidade quando aplicado simultaneamente em amostras de, pelo 

menos três linfonodos diferentes, tendo sido capaz de revelar a presença do parasita 

em 100% dos animais positivos, sintomáticos e de 95% dos assintomáticos (Tab. 1). 

Com isso esse procedimento, quando realizado em amostras simultâneas de três 
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diferentes linfonodos é grande utilidade para dirimir dúvidas quanto à eficiência dos 

métodos sorológicos de diagnóstico da LVC. Isto poderá contribuir para abreviar 

eliminação de fonte potencial de infecção humana pela Leishmania sp, representada 

pelos animais portadores assintomáticos de LVC, bem como para prevenir a 

eutanásia de animais com eventuais resultados sorológicos falso-positivos. Poderá 

também vir a ser de grande utilidade para avaliar a eficiência de tratamento 

medicamentoso de caninos positivos, caso este procedimento venha a ser permitido 

pelas autoridades sanitárias. 
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