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APOPTOSE EM LINFONODOS DE CÃES COM LEISHMANIOSE VIS CERAL. 

 

 

RESUMO - A linfadenomegalia generalizada é um aspecto da Leishmaniose 

Visceral Canina (LVC), mas existem poucos estudos enfocando alterações no 

linfonodo. O objetivo deste estudo foi analisar os linfonodos de cães com LVC, 

considerando a densidade de células apoptóticas. Utilizou-se 32 cães naturalmente 

infectados, de área endêmica para LVC, classificados nos grupos sintomático (S), 

assintomático (A) e oligossintomático (O). Os linfonodos foram colhidos para análise 

histopatológica. A avaliação da carga parasitária e porcentagem de apoptose foi feita 

pelo método de imunoistoquímica. Na avaliação histopatológica, no infiltrado dos 

linfonodos dos grupos O e S predominaram macrófagos e plasmócitos, envolvendo 

todas as regiões do linfonodo e causando distorção deste órgão pela presença de 

granulomas atípicos associados à atrofia linfóide nos casos crônicos. A carga 

parasitária e a densidade de células apoptóticas foram maiores nos cães sintomáticos, 

podendo estar associado à causa de atrofia linfóide, deixando-os mais susceptíveis a 

LVC. Os linfonodos subescapular e poplíteo foram os que apresentaram maior 

reatividade, porém a atrofia linfóide foi mais evidente neste último. Conclui-se que 

independente do quadro clínico, a resposta predominante foi granulomatosa e de 

plasmócitos. A associação entre a apoptose e a carga parasitária não foi significativa 

(P<0,05), mas parece ter importância biológica, já que cães (grupo S) com a maior 

carga parasitária, também tiveram o maior número de células apoptóticas, sugerindo 

um mecanismo de evasão imune do parasito, favorecendo sua sobrevivência e 

multiplicação no hospedeiro. 

 

 

Palavras-Chave:  Apoptose, cães, Leishmania (Leishmania) chagasi, Leishmaniose 

Visceral, linfadenopatia 
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APOPTOSIS IN LYMPH NODES OF DOGS WITH VISCERAL LEIS HMANIASIS. 

 

 

SUMMARY - The generalized lymphadenopathy is an aspect of Canine Visceral 

Leishmaniasis (CVL), but there are few studies focusing on changes in the lymph node. 

The aim of this study was to examine the lymph nodes of dogs with CVL, considering 

the density of apoptotic cells. We used 32 dogs naturally infected in an endemic area for 

CVL, classified in groups symptomatic (S), asymptomatic (A) and oligosymptomatic (O). 

The lymph nodes were collected for histopathological analysis. The evaluation of 

parasite load and percentage of apoptosis was performed by immunohistochemistry. 

Histopathology, macrophages and plasma cells predominated in the infiltrate of the 

lymph nodes of groups O and S, involving all regions of the lymph node and forming 

granulomas associated with lymphoid atrophy in chronic cases. The parasite load and 

the density of apoptotic cells were higher in symptomatic dogs, which may be linked to 

causing lymphoid atrophy, leaving the dog more susceptible to LVC. The subscapular 

and popliteal lymph nodes were those with higher reactivity, but the lymphoid atrophy 

was most evident in the popliteal lymph node. It follows that regardless of the clinical 

picture, the predominant response was granulomatous and plasma cells. The 

association between apoptosis and the parasite load was not significant (P <0.05), but 

seems to have biological importance, since it was observed that dogs (group S) with the 

highest parasite load, also had the highest number of apoptotic cells, suggesting a 

mechanism for immune evasion of the parasite, promoting their survival and 

multiplication in the host. 

 

 

Keywords: apoptosis, dogs, Leishmania (Leishmania) chagasi, visceral leishmaniasis, 

linphadenopathy 
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I. INTRODUÇÃO 

 

 

A Leishmaniose Visceral (LV) é uma zoonose de distribuição mundial, causada 

por protozoários do gênero Leishmania. A forma visceral desta enfermidade também é 

denominada Calazar ou Febre Dum-Dum, tendo como integrantes do seu ciclo 

evolutivo, mamíferos domésticos e silvestres (incluindo o homem) e insetos vetores do 

protozoário. No continente americano o agente etiológico envolvido é Leishmania 

(Leishmania) chagasi, que é considerada idêntica a Leishmania (Leishmania) infantum 

descrita em alguns países da Europa, Ásia e do Mediterrâneo. Esse protozoário é da 

família Trypanosomatidae, sendo considerado um parasito intracelular obrigatório de 

células do sistema fagocitário mononuclear dos hospedeiros vertebrados. O principal 

vetor da Leishmania é o flebotomínio hematófago Lutzomyia longipalpis.  

Embora esta doença tenha sido descrita como de ocorrência rural ou de áreas 

próximas a matas, atualmente sabe-se que ela ocorre predominantemente em zonas 

suburbanas e urbanas, com notificação de casos humanos e caninos em 19 estados 

brasileiros. Os fatores que favorecem esta mudança epidemiológica são a redução das 

áreas de mata nativa, a migração de pessoas da zona rural para áreas urbanas, o 

saneamento básico deficiente e as pobres condições socioeconômicas da população da 

periferia das cidades. Aliado a isso, ocorre a migração do inseto vetor e de reservatórios 

silvestres do protozoário, para áreas de convívio com o homem e animais domésticos. 

A leishmaniose visceral canina (LVC) causa um quadro sistêmico crônico, com 

manifestações clínicas inespecíficas, similares as do homem. A doença é mais 

prevalente na população canina que na humana, pois geralmente casos humanos são 

precedidos por casos caninos. Os cães também apresentam uma maior quantidade de 

parasitos na pele, quando comparados ao homem, o que favorece a infecção dos 

insetos vetores. Uma das estratégias para o controle da LVC no Brasil, indicada pelo 

Ministério da Saúde, consiste na eutanásia dos cães soropositivos para o protozoário, 

com ou sem sinais clínicos, por serem considerados a principal fonte de infecção para o 

homem. Já está comprovado que existe uma maior densidade de parasitos nos cães 
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com doença avançada, embora muitas pesquisas mostrem que parece não haver esta 

associação com o estadiamento clínico do animal. 

A L. (L.) chagasi tem a capacidade de sobreviver aos mecanismos de defesa do 

seu hospedeiro vertebrado canino. Sua principal estratégia é modular a resposta imune, 

causando um desequilíbrio entre as respostas Th1 e Th2, induzindo em cães 

susceptíveis e com maior carga parasitária, uma predominância de resposta imune 

humoral, com perfil de citocinas Th2, ineficientes no controle da multiplicação do 

protozoário dentro do macrófago. 

A apoptose é um mecanismo que pode ser acionado por diversos estímulos, 

desencadeando a liberação de uma cascata enzimática dentro da célula, levando-a a 

morte. Por isso denomina-se morte celular programada. A apoptose de macrófagos 

infectados por formas amastigotas de Leishmania já foi descrita em estudos com 

vacinas e infecções experimentais. Existem vários estudos que enfocam a apoptose em 

infecções por parasitos, com destaque para as diferentes vias que ativam a cascata de 

enzimas que levam a célula à morte por apoptose. Nestes casos estes parasitos podem 

modular este mecanismo para proteger a célula parasitada ou lesar células não 

parasitadas, como as do sistema imune, garantindo desta forma a sua sobrevivência 

dentro do hospedeiro. 

Avaliar a presença de apoptose em linfonodos periféricos e cavitários de cães 

infectados por L. (L.) chagasi e determinar quais regiões do linfonodo e quais os tipos 

celulares apresentam este processo patológico, são aspectos importantes na avaliação 

de um possível mecanismo de evasão imune do agente etiológico da Leishmaniose 

Visceral Canina. 
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II. REVISÃO DE LITERATURA  

 

 

2.1 Aspectos Gerais da Leishmaniose Visceral 

 

 

A Leishmaniose Visceral (LV) é uma das mais importantes zoonoses emergentes 

de origem parasitária, sendo considerada a segunda maior enfermidade no mundo 

causada por protozoários, perdendo apenas para a Malária. Esta doença tem 

distribuição mundial, sendo causada por protozoários do gênero Leishmania. No Novo 

Mundo é causada pelo protozoário Leishmania (Leishmania) chagasi, enquanto que 

Leishmania (Leishmania) infantum é descrita em alguns países da Ásia e do 

Mediterrâneo (WHO, 2008). Esse parasito pertence à ordem Kinetoplastida, subordem 

Trypanosomatina e família Trypanosomatidae. É um parasito intracelular obrigatório de 

células do sistema fagocitário mononuclear do hospedeiro vertebrado (REY, 2001). 

Existem divergências sobre o uso de L. chagasi para a designação da espécie do 

agente etiológico de LV. Alguns autores consideram que Leishmania (Leishmania) 

chagasi é idêntica a Leishmania (Leishmania) infantum e, por isso, o nome chagasi 

seria sinônimo de infantum. Porém, outros autores chamam atenção para as diferenças 

bioquímicas que existem entre elas e, usam preferencialmente L. (L.) chagasi 

(MAURÍCIO et al., 1999; BRASIL, 2006; SOARES, 2007). 

O primeiro caso da doença em seres humanos foi descrito na Grécia, em 1835. 

Em 1903, na Índia Leishman reconheceu a semelhança do parasito com as formas 

arredondadas observadas nas infecções por Trypanosoma sp. Neste mesmo ano, 

Donovan descreveu estes mesmos parasitos na enfermidade denominada Febre Dum-

Dum ou Calazar (PESSÔA e MARTINS, 1988; REY, 2001). O primeiro relato da doença 

no Brasil é datado de 1913, em homem proveniente do município de Boa Esperança, no 

Mato Grosso o Sul (CASTRO, 1996). 

No Brasil, a transmissão de L. (L.) chagasi, se dá pela picada do vetor Lutzomyia 

longipalpis. Recentemente, Lutzomyia cruzi foi também incriminado como vetor da 
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doença no Estado do Mato Grosso do Sul. Estes flebotomínios são conhecidos 

popularmente como mosquitos-palha, asa dura, cangalha, birigui ou tatuquira e 

pertencem à família Psychodidae. Eles medem cerca de 1,0 a 4,0mm de comprimento, 

possuem o corpo e asas pilosos e tem uma coloração castanho-claro. Possuem um 

comportamento característico de voar em pequenos saltos e pousar com as asas 

entreabertas, além de apresentarem atividade crepuscular.  As formas imaturas 

desenvolvem-se em ambientes terrestres úmidos, ricos em matéria orgânica e com 

baixa incidência luminosa (SANTA ROSA e OLIVEIRA, 1997; CAMARGO-NEVES et al., 

2001; CASTRO, 1996; MONTEIRO et al., 2005; SOARES e TURCO, 2003). 

A L. (L.) chagasi pode ser encontrada nas formas promastigota e paramastigota 

(formas flageladas), no trato digestivo dos hospedeiros invertebrados. A forma 

amastigota (formas sem flagelo livre) é observada no citoplasma de fagócitos dos 

hospedeiros vertebrados (REY, 2001). 

Algumas espécies de mamíferos já foram identificadas como reservatório deste 

parasito, tais como, raposa, cão, gato, marsupiais, roedores, eqüinos, gambás, 

tamanduás, tatus, primatas e preguiças (SANTA ROSA E OLIVEIRA, 1997; BRASIL, 

2006; ROSSI, 2007; SANTIAGO et al., 2007). Epidemiologicamente, a LVC é 

considerada mais importante que a doença humana, pois é mais prevalente e 

apresenta grande número de cães infectados com parasitismo cutâneo. Essas 

características tornam o cão doméstico o principal reservatório do parasito (REY, 2001). 

Já nos mamíferos silvestres a Leishmania sp. causa pouco ou nenhum efeito 

patológico, caracterizando-se por uma relação de equilíbrio entre o parasito e o 

hospedeiro (FALQUETO e SESSA, 2005). 

A OMS (Organização Mundial da Saúde) estima que 350 milhões de pessoas 

estejam expostas ao risco de adquirir Leishmaniose, com registro aproximado de dois 

milhões de novos casos de diferentes formas clínicas. Atualmente, a doença afeta 88 

países dos quatro continentes. Aproximadamente 90% de casos da forma visceral 

ocorrem em Bangladesh, Brasil, Índia e Sudão e há estimativa de prevalência de 14 

milhões de casos e 59 mil óbitos, número que, no caso de doenças parasitárias, só é 

superado pelas mortes causadas por malária (WHO, 2008; ALVES, 2009). 
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Nas Américas, a LV ocorre desde o México até a Argentina, sendo que cerca de 

90% dos casos humanos descritos são procedentes do Brasil (GRIMALDI et al., 1989).  

Ela apresenta comportamento epidemiológico cíclico, com elevação de casos em 

períodos médios a cada cinco anos. Atualmente, essa endemia atinge 20 Estados 

brasileiros, com média anual de 3.095 casos no período de 1996 a 2005 e incidência de 

2,1 casos por 100.000 habitantes (ALVES, 2009). 

A leishmaniose visceral tem atingido muitos estados do território brasileiro, com 

elevada taxa de mortalidade de pessoas infectadas (SAVANI et al., 2003; NAVEDA et 

al., 2006). Já foram identificados casos humanos em 19 dos 27 estados da Federação, 

com casos autóctones descritos em aproximadamente 1600 municípios. A maioria 

destes ocorre na região nordeste do país (MELO, 2004).  

Os dados epidemiológicos dos últimos dez anos revelam a periurbanização e a 

urbanização da leishmaniose visceral, com destaque para os surtos ocorridos no Rio de 

Janeiro, Belo Horizonte, Araçatuba, Santarém, Corumbá, Teresina, Natal, São Luís, 

Fortaleza, Camaçari e mais recentemente em Três Lagoas, Campo Grande e Palmas 

(BRASIL, 2006). 

O primeiro caso de leishmaniose visceral canina, no Estado de São Paulo, foi 

diagnosticado em maio de 1998, no município de Araçatuba, na UNESP - FOA 

(Faculdade de Odontologia de Araçatuba). Em abril de 1999 foi relatado o primeiro caso 

humano da doença e a presença do vetor já havia sido identificada desde 1997. Em 

Araçatuba, cerca de 37.000 cães infectados foram submetidos à eutanásia, no período 

de 2002 a 2006. A partir de então o número de casos caninos da doença vem 

aumentando consideravelmente. Segundo a Direção Regional de Saúde, 41 municípios 

já apresentaram casos confirmados da doença, que está se difundindo para outras 

regiões do estado, inclusive com casos autóctones identificados na cidade de São 

Paulo, desde 2005 (BRASIL, 2006; ZORZETTO, 2008). O Ministério da Saúde registrou 

53.480 casos humanos entre 1990 a 2007, com 1.750 mortes. Em registros anteriores, 

a leishmaniose visceral era responsável por três de cada cem óbitos humanos, 

atualmente estes registros aumentaram para sete óbitos de pessoas infectadas 

(ZORZETTO, 2008). 
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Especificamente, no Estado de São Paulo, de acordo com os dados do Centro 

de Vigilância Epidemiológica (ALVES, 2009), dos casos humanos registrados 

(autóctones / óbitos) tem-se a seguinte freqüência: 1999 (17/5), 2000 (15/0), 2001 

(57/3), 2002 (115/13), 2003 (155/22), 2004 (134/13), 2005 (155/14), 2006 (247/10), 

2007 (247/21) e 2008 (116/11). A disseminação da LV para inúmeros municípios do 

Estado de São Paulo, sugere a adaptação do vetor em áreas urbanas (CAMARGO-

NEVES et al., 2001). 

O Centro de Controle de Zoonoses de Araçatuba realizou a eutanásia de 47.635 

cães no período de 1999 a 2005.  No ano de 2005, cerca de 16,7% dos cães 

eutanasiados eram positivos para LV (979 / 5.861). No início deste período houve um 

aumento dos casos humanos associado ao aumento do número de óbitos de cães, 

possivelmente pelo aumento do número de vetores, pela permanência de cães 

infectados em áreas de risco e pela rápida reposição da população canina na área 

(ASSIS et al., 2008).  

Quanto ao ciclo biológico da L. (L.) chagasi, a forma de transmissão é através da 

picada dos vetores, que ingerem os macrófagos infectados com formas amastigotas de 

Leishmania, durante o repasto sangüíneo. Posteriormente passam a forma 

promastigota, que multiplicam-se e diferenciam-se no intestino do inseto. Em seguida, a 

forma infectante (promastigota metacíclica) migra para a probóscide do inseto e é 

inoculada na pele do hospedeiro vertebrado. Na epiderme do hospedeiro, as formas 

promastigotas são fagocitadas e no vacúolo parasitóforo dos macrófagos, diferenciam-

se em amastigotas e multiplicam-se intensamente até o rompimento destas células. No 

meio extracelular elas são fagocitadas por novos macrófagos em um processo 

contínuo, levando a disseminação sistêmica do parasito (REY, 2001; BRASIL, 2006). 

A infecção por Leishmania geralmente causa uma inflamação crônica. No 

entanto, existe uma forma de evolução aguda grave, que leva o animal a óbito em 

poucas semanas. Existe ainda uma forma de evolução latente, com duração de cerca 

de dois anos, acompanhada ou não de sintomas, que pode inclusive evoluir para a cura 

espontânea (FEITOSA et al., 2000). O período de incubação da LV pode levar cerca de 

três a oito meses (PEARSON e SOUSA, 1996). 
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2.2 Resposta imune do cão 

 

 

Os fatores que determinam a susceptibilidade ou resistência à leishmaniose 

visceral são ainda pouco definidos, mas a genética do hospedeiro pode ter um fator 

importante (PEARSON e SOUSA, 1996). O grau de severidade clínica e a evolução da 

doença estão relacionados ao equilíbrio das respostas imune celular e humoral no cão 

infectado (BRITO, 2006). 

Em cães assintomáticos, a infecção por L. (L.) chagasi geralmente promove a 

doença sistêmica crônica. No entanto, a evolução pode ser aguda e grave, levando o 

animal a óbito em poucas semanas. Por outro lado, a doença pode tornar-se latente e 

evoluir para a cura clínica espontânea (GENARO, 1993). Nos cães sintomáticos, 

observa-se uma redução no número de linfócitos T CD4+ concomitante com a 

proliferação do parasito nos macrófagos, o que sugere a ausência de resposta imune 

efetiva no sentido de eliminar o parasito (CORRÊA et al., 2007). 

Na L. (L.) chagasi, a resistência à infecção (animais assintomáticos), dependerá 

da resposta Th1, a qual está associada à produção de citocinas como INF-(, TNF-(, IL-2 

e IL-12, além de linfócitos T CD4+ e CD8+. Por outro lado, a ocorrência de lesões 

sistêmicas está diretamente relacionada com a resposta imune do hospedeiro e a 

evolução da doença. O surgimento dos sinais clínicos em cães susceptíveis 

(sintomáticos) deve-se a capacidade de desenvolver uma resposta do tipo Th2, com 

proliferação de linfócitos B e das citocinas IL4, IL5, IL6, IL10, que vão promover uma 

plasmocitose. Essa resposta leva a uma hipergamaglobulinemia, que contribui para a 

formação de imunocomplexos e, conseqüentemente leva a uma resposta humoral 

ineficiente (BARBIÉRI, 2006). 

Os cães infectados apresentam sinais clínicos variados, desde um estado 

aparentemente saudável até a severa caquexia no estágio final. Na LVC, os sinais 

clínicos são febre irregular de longo curso, palidez de mucosas e um emagrecimento 

progressivo, até o estado de caquexia intensa, na fase terminal. Podem apresentar 

ainda alterações cutâneas (perda de pelos focais ou generalizada; pequenas 



 8 

ulcerações crostosas, no focinho, orelhas e extremidades; despigmentação cutânea e 

áreas de hiperqueratose, principalmente em locais correspondentes a saliências 

ósseas), nódulos intradérmicos, ulcerados ou não, decorrentes da multiplicação das 

formas amastigotas, com um processo inflamatório local. Onicogrifose, apatia, diarréia, 

hemorragia intestinal, paresia dos membros pélvicos, ascite, edema de extremidades, 

epistaxe, vômitos, alterações oculares (blefarites, espessamento das pálpebras, 

inflamação da conjuntiva, opacificação da córnea após conjuntivite purulenta, 

ceratoconjuntivite seca, inflamação do trato uveal). Miotrofia, hepatoesplenomegalia, 

glomerulonefrite proliferativa e nefrite intersticial podendo levar a uma insuficiência renal 

sendo muitas vezes, a principal causa de morte em cães com leishmaniose 

(MARZOCHI et al., 1985; SANTA ROSA e OLIVEIRA, 1997; ASHFORD, 2000; LIMA et 

al., 2004; GIUNCHETTI et al., 2008). 

Os cães com LV apresentam hipertrofia do sistema fagocitário mononuclear, com 

proliferação dos macrófagos, que resultam em linfoadenopatia generalizada na maioria 

dos casos. Os linfonodos destes cães geralmente apresentam linfadenite crônica, 

envolvendo toda a arquitetura do linfonodo, entretanto, não há uma lesão específica da 

doença. As lesões descritas são o infiltrado inflamatório crônico capsular, composto por 

macrófagos, plasmócitos e linfócitos, infiltrado nos seios subcapsulares, hiperplasia 

folicular da cortical; hipertrofia e hiperplasia dos macrófagos dos sinusóides e cordões 

medulares; congestão, hemossiderose e presença de formas amastigotas do 

protozoário dentro de macrófagos (LIMA et al., 2004). 

A presença de infiltrado plasmocitário é esperada, devido à ativação policlonal e 

a proliferação de linfócitos B, que induzem um aumento dessas células na cortical, no 

centro germinativo e nos cordões medulares dos linfonodos (MYLONAKIS et al., 2005). 

Na análise histológica de linfonodos de animais assintomáticos é descrita uma 

prevalência de hipertrofia e hiperplasia celular das zonas cortical e medular. Nos cães 

sintomáticos, a atrofia da região cortical foi descrita como o aspecto mais marcante 

(GIUNCHETTI et al., 2008). 

Em algumas pesquisas relata-se que os linfonodos mais comumente afetados 

em cães com LVC foram os poplíteos, sugerindo evidências de envolvimento visceral. 
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Esplenomegalia e hepatomegalia também são freqüentes nestes cães (FEITOSA et al., 

2000). 

 

 

2.3 Apoptose 

 

 

A morte celular programada vem sendo descrita desde 1828, quando os 

pesquisadores observaram a regressão fisiológica de estruturas durante o 

desenvolvimento de fetos e larvas. No entanto, o termo apoptose foi descrito na 

literatura biomédica apenas em 1972, para definir células que morrem como parte de 

um programa normal de desenvolvimento celular. Sua adequada regulação mostra-se 

importante para o desenvolvimento e manutenção dos tecidos normais (apud Kerr et al. 

(1972) em COTTER, 2009). 

O termo apoptose e morte celular programada são usados como sinônimos, 

referindo-se a morte individual de uma célula em uma ampla variedade de processos. O 

termo morte celular programada deveria ser utilizado em casos fisiológicos 

(embriogênese e crescimento tecidual normal). A morte celular patológica deveria ser 

identificada pelos termos apoptose ou necrose apoptótica (MYERS & MCGAVIN, 2009). 

A apoptose é a via de morte celular, induzida por um programa intracelular 

altamente regulado, no qual as células destinadas a morrer ativam enzimas que 

degradam seu DNA nuclear e as proteínas citoplasmáticas. Um aspecto característico é 

a hidrólise das proteínas envolvendo a ativação de vários membros da família das 

enzimas caspases. A apoptose inicia-se através de duas vias distintas, porém 

convergentes. A via extrínseca é iniciada pelos receptores de morte celular (TNFR1, 

FAS) e a via intrínseca ou mitocondrial é ativada pelo aumento da permeabilidade 

mitocondrial, com a liberação de moléculas pró-apoptóticas no citoplasma, sem 

interação com os receptores de morte celular. Ambas convergem para ativar a cascata 

de enzimas caspases (KUMAR et al., 2005; TERZIAN et al., 2007, MYERS & 

MCGAVIN, 2009).  
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Pela via extrínseca ocorre a ativação de receptores de membrana, transmitindo 

sinais para o interior da célula e ativando, inicialmente a caspase 8 ou a caspase 10. A 

via intrínseca, ativada por estresse celular, é mediada pela liberação do citocromo c 

pela mitocôndria, levando a ativação da caspase 9. Essas duas vias levam a ativação 

das caspases efetoras, tais como as caspases 3, 6 e 7 (DE NARDI, 2007).  

As caspases podem ser definidas como uma família de proteases presentes no 

genoma dos mamíferos. Acredita-se que elas causem a apoptose quebrando ou 

degradando diversos substratos celulares considerados importantes na homeostasia da 

célula (ZIMMERMANN e GREEN, 2001; FURTADO, 2006; DE NARDI, 2007). 

A enzima caspase 3 é considerada a mais prevalente nas células, 

caracterizando-se como responsável pela maioria dos efeitos apoptóticos, como a 

quebra de muitas proteínas nucleares importantes. No entanto, as caspases 6 e 7, 

juntamente com a 3, são referidas como as caspases de execução ou efetoras e 

possuem importante função no controle da morte celular programada (ZIMMERMANN e 

GREEN, 2001; DE NARDI, 2007; TERZIAN et al., 2007). 

A apoptose pode ser um mecanismo útil ou danoso ao hospedeiro, pois muitos 

microrganismos patogênicos a utilizam como uma via que permite a sua sobrevivência, 

por meio da sua inibição ou da sua indução em células do sistema imune. Por este fato, 

podem aumentar a resistência de células infectadas do hospedeiro a apoptose ou 

induzir apoptose de células linfóides, afetando com isso o perfil de citocinas produzidas 

e a regulação da sobrevivência do parasito. Infecções por parasitos intracelulares 

(Trypanosoma cruzi) podem direcionar a resposta de linfócitos T, pela apoptose de 

linfócitos T CD4+ e CD8+, por meio de citocinas (IL-2 e IL-4), agravando a infecção 

(DOS REIS et al., 2007). 

A importância da apoptose na modulação da resposta imune em pacientes com 

leishmaniose cutânea ainda é incerta. BERTHO et al. em 2000, em um estudo realizado 

com citometria de fluxo nos subtipos de células T CD4+ e T CD8+ observaram que 

foram detectadas numerosas células em apoptose inicial a despeito de seu aspecto 

morfológico normal. Neste estudo, nos pacientes que tiveram cura espontânea, 

observou-se pequeno número e células apoptóticas T CD8+, freqüência similar 
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verificada em células T CD4+ de pacientes com doença ativa. Apesar da amostra 

utilizada neste estudo ter sido pequena (15 pacientes com lesões ativas, 2 com lesões 

que curaram espontaneamente) os autores especulam que estes resultados em relação 

ao T CD8+ podem apontar para seu papel no mecanismo de cura da leishmaniose 

cutânea localizada. 

Estudos experimentais com camundongos infectados com T. cruzi descrevem a 

apoptose de linfócitos T, um fator importante para a sobrevivência do protozoário dentro 

de macrófagos (FREIRE-DE-LIMA et al., 2000).  Também relata-se que a apoptose de 

linfócitos na Doença de Chagas teria como conseqüência a inibição da resposta Th1, 

que favorece o parasito. Da mesma forma, a liberação de moléculas pró-apoptóticas 

pelo protozoário, no meio extracelular, induziria a apoptose de macrófagos e a liberação 

de formas infectivas viáveis de T. cruzi (LOPES e DOS REIS, 2000). 

Em camundongos infectados com Leishmania major, descreve-se que ocorre 

apoptose FasL-dependente em macrófagos peritoneais, com isso há liberação de 

quimiocinas (MIP-1α, MIP-1β e MIP-2), que atraem neutrófilos, que também sofrem 

apoptose e com isso desativam os macrófagos, pela secreção de PGE2 e TGFβ. Por 

esse fato, o protozoário tem maior sobrevivência no hospedeiro (DOS REIS et al., 

2007). 

A Leishmania amazonensis possui a fosfatidilserina (PS) em sua membrana 

celular externa. PS induz no hospedeiro a síntese de citocinas antiinflamatórias, com 

isso há inibição da síntese de óxido nítrico pelo macrófago e há o estímulo a produção 

de TGFβ e IL-10.  Esses fatos favorecem a entrada e a multiplicação do parasito no 

macrófago. Já foi comprovado também que PS é um potente estimulador da apoptose. 

Essa capacidade de PS pode estar relacionada com a seleção de genes durante a 

pressão de seleção do parasito, que favorecem a sua interação com o hospedeiro. 

Ainda não está claro se PS presente na superfície do parasito é produzido por ele ou 

pelo hospedeiro, mas sabe-se que existem parasitos positivos ou negativos para PS, 

com isso é sugerido se a presença do PS é uma característica de virulência ou se a 

infectividade do parasito é definida pela capacidade desta substância de evitar a morte 

do parasito dentro do fagolisossomo de macrófagos (BARCINSKI et al., 2003). 
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Postulou-se que na infecção experimental por Leishmania donovani ocorre a indução 

da apoptose de células não infectadas do sistema imune (linfócitos T CD4+), 

possivelmente por influência do lipofosfoglicano (LPG) presente em sua parede celular, 

sugerindo que este seria um mecanismo de evasão do sistema imune do hospedeiro 

(LÜDER et al., 2001). 

Pelo fato do controle da LVC ser feito pela eutanásia de cães soropositivos, 

poucos estudos foram feitos para avaliar a resposta do cão frente ao protozoário. Sabe-

se que pode haver predominância de resposta humoral e de citocinas antiinflamatórias 

em alguns casos de doença avançada. Avaliar a presença de apoptose em células 

linfóides seria importante para entender uma possível evasão imune do parasito, pela 

identificação da célula alvo deste mecanismo, o que favoreceria o comprometimento da 

resposta celular do hospedeiro. 
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III. OBJETIVOS 

 

 

O presente trabalho teve como objetivo analisar linfonodos periféricos e 

cavitários de cães naturalmente infectados por L. (L.) chagasi, oriundos do município de 

Araçatuba (SP), área endêmica para Leishmaniose Visceral, visando a: 

- Avaliar a presença de células em apoptose nos linfonodos; 

- Determinar a densidade destas células entre os diferentes linfonodos analisados; 

- Associar a densidade de células apoptóticas com a carga parasitária de cada 

linfonodo; 

- Comparar estes achados com o estadiamento clínico dos cães.  
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IV. MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

4.1- Material 

 

 

Foram avaliados 32 cães do Centro de Controle de Zoonoses de Araçatuba (SP), 

região endêmica para Leishmaniose Visceral. Os animais encaminhados por 

proprietários ou capturados nas ruas da cidade são submetidos à eutanásia diariamente 

neste local. Avaliou-se uma amostra desta população, sem predileção por raça, sexo ou 

idade.  

Os cães foram submetidos à eutanásia sob anestesia barbitúrica (Tiopental, 

Cristália Itapira, SP), conforme recomenda o código de ética para uso de animais em 

pesquisa científica (AVMA, 2001), mediante injeção intravenosa de cloreto de potássio1. 

No exame externo dos cadáveres foram avaliadas as alterações macroscópicas 

que permitiram classificá-los nos grupos deste estudo. A classificação do Ministério da 

Saúde (2006) foi considerada para formação dos grupos: cães sintomáticos (lesões de 

pele, onicogrifose, emagrecimento), oligossintomáticos (linfoadenomegalia e perda de 

peso) e assintomáticos (ausência de sinais clínicos sugestivos de infecção por 

Leishmania). 

Um grupo composto por 10 cães hígidos, oriundos de área não endêmica para 

LVC foi utilizado como controle para a imunomarcação de células apoptóticas. Os 

linfonodos poplíteos destes cães são oriundos da rotina de necropsias do 

Departamento de Patologia Veterinária da FCAV – UNESP, do Câmpus de Jaboticabal. 

Os linfonodos colhidos foram submetidos à análise histopatológica e 

imunoistoquímica.  

 

                                                 
1 O delineamento experimental deste estudo foi aprovado pela Comissão de Ética e Bem Estar 

Animal da FCAV – UNESP, Câmpus de Jaboticabal (Protocolo nº. 000599-08). 
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4.2 - Análise Histopatológica 

 

 

Foram colhidos fragmentos de linfonodos (poplíteo, subescapular, mesentéricos 

e ilíacos), para análise em microscopia de luz. Os linfonodos foram selecionados de 

regiões superficiais e profundas para avaliar se há o mesmo padrão de resposta celular, 

quando comparado ao estágio clínico da doença nos cães.  

Os fragmentos dos linfonodos foram fixados em solução de formol a 10%, 

tamponado com fosfatos (0,15 molar), com pH 7,2. Após 24 horas de fixação, os 

fragmentos foram desidratados em soluções de concentração decrescente de álcool, 

diafanizados em xilol e incluídos em parafina. Os cortes foram feitos na espessura de 

5µm e corados com hematoxilina e eosina, para posterior identificação das principais 

alterações morfológicas do linfonodo.  

Foram avaliadas as alterações microscópicas presentes nos linfonodos poplíteo, 

subescapular, mesentérico e ilíaco, considerando a reação celular predominante 

(reatividade linfóide, granulomas, plasmocitose) e a intensidade das lesões foi graduada 

em sem alterações (0), discreta (1), moderada (2) e acentuada (3) para os tipos 

celulares macrófago e plasmócitos. Para os linfócitos considerou-se o seguinte escore: 

(0) atrofia linfóide, (1) não reativo, (2) discreta reatividade, (3) moderada reatividade, (4) 

acentuada reatividade linfóide.  

 

 

4.3 - Análise Imunoistoquímica 

 

 

A análise imunoistoquímica, para a determinação da carga parasitária (ANEXO 

1) foi feita por meio do Complexo Estreptavidina Biotina Peroxidase (kit LSAB – Dako, 

cód. K0690). Como anticorpo primário foi utilizado soro de cão positivo para 

Leishmaniose Visceral (diluição 1:1000), segundo protocolo descrito por TAFURI et al. 

(2004). A soropositividade deste cão foi avaliada pela técnica de ELISA. O cromógeno 
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utilizado foi diaminobenzidina (DAB, Dako, cód. K3468). O sistema de recuperação 

antigênica foi feito pelo vapor (panela elétrica a vapor, Philips Walita), com solução de 

citrato de sódio 10 mM, pH 6,0. Como controle negativo optou-se por excluir o anticorpo 

primário da reação. 

Para a determinação da densidade de células apoptóticas (ANEXO 2) utilizou-se 

o anticorpo anti-caspase 3 clivada (Cell Signaling, cód. 9661) , na diluição de 1:200, 

segundo o protocolo descrito por DE NARDI, (2007). 

Para a determinação da porcentagem de células imunomarcadas, consideraram-

se cinco campos microscópicos, com objetiva de 40x, abrangendo todas as áreas 

anatômicas do linfonodo (cápsula, seio subcapsular, cortical e medular). A partir dos 

valores obtidos nestes campos, fez-se uma média do número de células 

imunomarcadas por animal. 

A média da carga parasitária e do número de células apoptóticas foi avaliada em 

cada grupo de cães infectados (assintomático, oligossintomático e sintomático). 

 

 

4.4 - Análise Estatística 

 

 

As contagens de células imunomarcadas para carga parasitária e células 

apoptóticas, foram submetidas à análise de variância pelo método dos quadrados 

mínimos, utilizando o programa computacional SAS (SAS 9.1, SAS Institute, Cary, NC, 

USA). Foram verificadas as pressuposições de normalidade dos resíduos e 

homogeneidade de variâncias. Para atender estas pressuposições, os dados foram 

submetidos à transformação logarítmica e à comparação de médias de carga 

parasitária por grupo e a densidade média de células apoptóticas por grupo foi 

realizada pelo Teste de Tukey (P<0,05). Os escores de tipo celular verificados no 

infiltrado inflamatório do linfonodo poplíteo foram avaliados por regressão logística, 

considerando o efeito de grupo. A comparação entre grupos para os escores foi feita 

pelo Teste de Qui-quadrado (P<0,05). Coeficientes de correlação de Spearman entre os 
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escores de tipo celular foram obtidos por grupo para cada célula (macrófago, plasmócito 

e linfócito). Para o parâmetro tipo celular, nos demais linfonodos, além da regressão 

logística o teste não paramétrico de Kruskal-Wallis. A associação entre a carga 

parasitária e densidade de células apoptóticas foi avaliada pela Correlação Simples de 

Pearson (P<0,05), em cada linfonodo, por grupo. 
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V. RESULTADOS 

 

 

5.1- Análise Anatomopatológica 

 

 

No exame externo dos animais sintomáticos, as lesões mais freqüentes foram: 

conjuntivite, caquexia, onicogrifose, áreas de alopecia, descamação e ulceração na 

pele, que variavam de distribuição local a disseminada. O ouvido externo, a região 

periocular e as extremidades dos membros foram os locais mais frequentemente 

envolvidos. À necropsia, observou-se linfadenomegalia, esplenomegalia, hepatomegalia 

e degeneração hepática.  

Nos cães oligossintomáticos observou-se apenas um aumento de volume 

generalizado de linfonodos e, por vezes, áreas de descamação cutânea, já nos animais 

assintomáticos havia ausência de sinais clínicos evidentes. 

Os achados anatomopatológicos mais freqüentes foram o aumento de volume 

dos linfonodos periféricos, que ao corte apresentavam com protrusão do parênquima e 

um aspecto gelatinoso (edemaciado). Muitas vezes na região da cortical havia a 

presença de áreas esbranquiçadas, sugestivas de hiperplasia linfóide. A coloração 

alaranjada da zona medular foi um achado freqüente (hemossiderose). 

 

 

5.2 - Análise Microscópica 

 

 

De maneira geral, na análise microscópica do linfonodo poplíteo foi observada a 

presença de infiltrado celular na cápsula, com distribuição difusa a moderada, composto 

predominantemente por plasmócitos, macrófagos reativos e/ou parasitados, formando 

granulomas (Figura 1A). Na região subcapsular, a célula mais freqüente foi o 

macrófago, com hemossiderose e eritrofagocitose e em algumas situações com formas 
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amastigotas do protozoário. Entretanto, em alguns animais com elevada carga 

parasitária já foi possível observar a presença de granulomas nestes locais, que se 

estendiam até a região trabecular da cortical, atingindo a camada medular.  

Na região cortical, a reatividade linfóide variou de discreta a moderada e, nos 

casos mais avançados de LVC houve atrofia linfóide, devido à invasão histiocítica. 

Nesses casos foi comum observar debris celulares e células com características de 

apoptose na cortical, tanto na porção central do nodo linfóide (linfócitos B) quanto na 

região paracortical povoada por linfócitos T (Figura 1B). A maior prevalência desta lesão 

foi nas regiões paracortical e nos cordões medulares.  E as células mais 

frequentemente envolvidas foram os linfócitos. O aspecto microscópico mais comum foi 

à presença de picnose nuclear e de acidofilia citoplasmática, embora também tenha 

sido observada a presença de corpos apoptóticos (Figuras 4A e 4B). 

Os granulomas focais tinham por predileção pela região de transição cortico-

medular. Nos casos mais avançados, somente em cães com elevada carga parasitária 

foi possível observar na coloração de hematoxilina e eosina a presença de formas 

amastigotas de Leishmania sp. intracitopalsmática. Nestes casos a reação 

granulomatosa era difusa e atípica, composta raramente por células multinucleadas 

(células gigantes). Estes granulomas invadiam a cortical (Figura 2A), causando atrofia 

linfóide e na medular distorciam a arquitetura dos cordões e sinusóides.   

Na camada medular havia hiperplasia e hipertrofia histiocitária nos sinusóides, 

geralmente associada à eritrofagocitose e hemossiderose. Os granulomas eram mais 

freqüentes nestas áreas do linfonodo (Figura 2B). Nos cordões predominavam 

plasmócitos e células Mott (Figura 3A). 

A identificação de macrófagos imunomarcados com formas amastigotas de 

Leishmania, nos granulomas, foi vista em todas as regiões do linfonodo (Figura 5A e B), 

mas também observou-se esta reação positiva em fibroblastos capsulares (Figura 3B). 

No linfonodo subescapular, a reatividade linfóide foi um aspecto marcante, 

independente de grupo, com menor número de granulomas em relação ao linfonodo 

poplíteo. Já os linfonodos ilíacos, seguidos dos mesentéricos foram os que 

apresentaram menor resposta celular em todos os cães deste estudo. 
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A carga parasitária no linfonodo poplíteo foi maior nos grupos S e O (P<0,05), 

como pode ser observado na Figura 6A. 

No linfonodo subescapular a carga parasitária foi maior no grupo S (P<0,05) 

quando comparado aos demais grupos, como observado na Figura 6B. Já os linfonodos 

mesentéricos e ilíacos não apresentaram diferenças estatísticas significativas entre os 

grupos e tiveram uma carga parasitária baixa. 

A imunomarcação de células apoptóticas ocorreu predominantemente no 

citoplasma da célula linfóide. Em relação à densidade de células apoptóticas todos os 

linfonodos dos cães infectados deste estudo não diferiram estatisticamente na 

comparação entre grupos (P>0,05), apenas em relação ao grupo controle (P<0,05). O 

linfonodo poplíteo não diferiu entre os grupos infectados, apenas em relação ao grupo 

controle para os grupos S e O (Figuras 7A). O mesmo aspecto pode ser observado nos 

linfonodos mesentérico, ilíaco (Figuras 8A e B), com maior média de células apoptóticas 

no grupo S. A única exceção foi observada no linfonodo subescapular, que também 

apresentou diferenças estatísticas significativas entre os grupos infectados e o controle 

(P<0,05), mas a maior densidade de apoptose ocorreu no grupo O (Figura 7B). 
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B 

A 

Figura 1 -  Fotomicrografia de linfonodos de cães com Leishmaniose Visceral. (A) Região capsular do 
linfonodo poplíteo com infiltrado inflamatório crônico acentuado (*), no detalhe notar a 
predominância de plasmócitos (setas / cão oligossintomático, Obj. 20x). (B) Região cortical do 
linfonodo com várias células apoptóticas (setas). Notar no detalhe o núcleo picnótico e o 
citoplasma acidófilo (linfonodo ilíaco, cão assintomático). Hematoxilina e Eosina. Obj. 40x. 

* 
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* 

B 

Fotomicrografia de linfonodos de cães com Leishmaniose Visceral. (A) Região de 
transição cortico-medular do linfonodo poplíteo com severa e difusa reação 
granulomatosa (*, Obj.20x). (B) Região medular do linfonodo subescapular com 
presença de granulomas (*) nos cordões (Obj.40x). Hematoxilina e Eosina / Cão 
sintomático. 

Figura 2 – 

A 

* 
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B 
Figura 3 - 

A 

* 

* 

* 

Fotomicrografias de linfonodos de cães com Leishmaniose Visceral. (A) Região medular 
com severa plasmocitose nos cordões (* / linfonodo mesentérico / cão oligossintomático). 
(B) Região capsular do linfonodo poplíteo com presença de fibroblastos parasitados 
(setas). No detalhe observa-se a imunomarcação de Leishmania sp. no fibroblasto (cão 
sintomático / Complexo Estreptavidina Biotina Peroxidase). Hematoxilina e Eosina / Obj. 
40x. 
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Fotomicrografias de linfonodos de cães com Leishmaniose Visceral. (A) Região paracortical 
(setas) e na medular (cabeça de seta), com células apoptóticas imunomarcadas (linfonodo 
ilíaco, grupo sintomático, Obj.20x). (B) Região medular com presença de células apoptóticas 
nos cordões (setas). Notar detalhe dos corpos apoptóticos (seta, linfonodo subescapular, cão 
oligossintomático, Obj.40x). Complexo Estreptavidina Biotina Peroxidase. 

A 

B 

Figura 4 – 

▲ 
▲▲
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Fotomicrografias de linfonodos de cães com Leishmaniose Visceral. (A) Região medular 
com inúmeros macrófagos imunomarcados para Leishmania sp. (setas).  (B) Região 
cortical com presença de macrófagos parasitados no centro do folículo linfóide (*).  
Linfonodo poplíteo, cão sintomático, Complexo Estreptavidina Biotina Peroxidase, Obj.40x. 

Figura 5 – 

B 

* 

A 



 26 

 

10,16 ±  2,90b

29,59 ± 8,44a

42,62± 12,16a

0

5

10

15

20

25

30

35

40

45

S O A

Grupos de cães

C
ar

ga
 P

ar
as

itá
ria

32,22 ± 24,52a

3,02 ± 2,30b 2,88 ± 2,19b

0

5

10

15

20

25

30

35

S O A

Grupos de cães

C
ar

ga
 P

ar
as

itá
ria

 

Figura 6 - Médias e respectivos desvios-padrão para a característica carga parasitária 

por grupo de cães infectados (S = sintomático; O = oligossintomático e A = 

assintomático), nos linfonodos poplíteo (a) e subescapular (b). Médias 

seguidas de letras distintas diferem significativamente pelo Teste de Tukey 

(P<0,05). 

b 

a 
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Figura 7 - Médias e respectivos desvios-padrão para a característica células apoptóticas 

por grupo nos linfonodos poplíteo (a) e subescapular (b) de cães infectados 

para LVC (S = sintomático; O = oligossintomático; A = assintomático; C = 

controle). Médias seguidas de letras distintas diferem significativamente pelo 

Teste de Tukey (P<0,05). 

a 

b 
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Figura 8 - Médias e respectivos desvios-padrão para a característica células apoptóticas 

por grupo nos linfonodos mesentéricos (a) e ilíacos (b) de cães infectados 

para LVC (S = sintomático; O = oligossintomático; A = assintomático e C = 

controle). Médias seguidas de letras distintas diferem significativamente pelo 

Teste de Tukey (P<0,05). 

a 

b 
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Pela análise do perfil celular predominante no linfonodo poplíteo foi possível 

verificar que houve diferença significativa entre grupos para os tipos celulares linfócitos 

e macrófagos (P<0,05). Na comparação entre grupos, os cães dos grupos S e O 

diferiram significativamente do grupo A para a variável macrófago, ou seja, tiveram 

maior densidade destas células. Já para os linfócitos, as diferenças ocorreram entre 

todos os grupos. Na característica plasmócito só notou-se diferença significativa entre 

os grupos A e O. Para o grau de associação entre os três tipos celulares verificaram-se 

diferenças entre estes no grupo A, no grupo O somente para macrófagos e plasmócitos 

e no grupo S houve uma associação negativa entre macrófagos e linfócitos (Figura 9). 

 

0%

20%

40%

60%

80%

100%

A O S A O S A O S

Linfócito Plasmócito Macrofágo

4

3

2

1

0

 

Figura 9 - Proporção de escore celular no linfonodo poplíteo dos grupos de cães 

infectados para LVC (A = assintomático, O = oligossintomático e S= 

sintomático), observados no infiltrado celular (linfócito, plasmócito e 

macrófago).  

Escores de intensidade de infiltrado celular: sem alteração (0), discreta (1), moderada (2) e 
acentuada (3) para os tipos celulares macrófago e plasmócitos. Para os linfócitos 
considerou-se o seguinte escore: (0) atrofia linfóide, (1) não reativo, (2) discreta reatividade, 
(3) moderada reatividade, (4) acentuada reatividade linfóide. 
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O perfil celular predominante no linfonodo subescapular foi de macrófagos, com 

diferenças significativas entre grupos (P<0,05). Na comparação entre grupos, os cães 

do grupo S diferiram significativamente do grupo A e O (Figura 10).  
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Figura 10 - Proporção de escore celular de macrófagos (1 = discreto; 2 = moderado; 3 = 

acentuado) no linfonodo subescapular dos grupos de cães infectados para 

LVC (A = assintomático, O = oligossintomático e S= sintomático). Médias 

seguidas de letras distintas diferem significativamente pelo Teste de Kruskal-

Wallis (P<0,05). 

 

Os outros tipos celulares não diferiram estatisticamente no linfonodo 

subescapular, bem como, nos linfonodos mesentéricos e ilíacos não foi possível 

observar diferenças estatísticas significativas em relação ao tipo celular predominante 

entre os grupos de cães infectados (P>0,05). 
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Na análise do grau de associação entre as variáveis carga parasitária e 

densidade de células apoptóticas nos linfonodos, não houve correlação significativa 

entre os grupos de cães infectados (P>0,05). 
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VI. DISCUSSÃO 

 

 

Na LVC, as alterações em órgãos linfóides são as lesões mais freqüentes, no 

entanto, existem poucos estudos enfocando as alterações no linfonodo dos cães 

infectados (LIMA et al., 2004; GIUNCHETTI et al., 2008). 

Nos linfonodos poplíteos dos cães deste estudo, foi possível observar 

macroscopicamente, que independente do volume do linfonodo, na maioria dos cães 

havia microscopicamente infiltrado celular (macrófagos e/ou plasmócitos), que muitas 

vezes distorcia a arquitetura do linfonodo, nos casos mais avançados da doença. 

Portanto, a ausência de linfadenomegalia não é indicativa da ausência de alterações 

celulares e/ou da presença do parasito neste órgão linfóide, que é o mais analisado 

durante o exame clínico de cães em áreas endêmicas para LVC. Portanto, estes 

resultados estão de acordo com as observações de LIMA et al. (2004), que verificaram 

que não há relação entre o estadiamento clínico e carga parasitária de cães 

naturalmente infectados, com a intensidade das lesões nos linfonodos dos animais dos 

grupos assintomático (A), oligossintomático (O) e sintomático (S). 

Nesta zoonose, a linfoadenopatia crônica é normalmente descrita em cães 

infectados por L. (L.) chagasi, com reatividade das zonas cortical e medular (LIMA et al. 

2004). Neste estudo, no linfonodo poplíteo, houve diferença significativa entre os três 

grupos de cães infectados para reatividade linfóide (P<0,05). A hiperplasia folicular da 

região cortical ocorreu em animais dos grupos A e O. A atrofia folicular predominou nos 

cães do grupo S. Esses achados são similares aos descritos por GIUNCHETTI et al. 

(2008).   

O perfil celular predominante entre os grupos no linfonodo poplíteo foi de 

macrófagos, plasmócitos e linfócitos. Já a predominância de macrófagos nos grupos S 

e O pode estar relacionada com um perfil de citocinas pró e anti-inflamatórias que 

estejam orquestrando a resposta imune nestes grupos. Sabe-se que algumas citocinas 

têm ação antimicrobicida (CORRÊA et al., 2007), portanto, a reação granulomatosa 

observada nos linfonodos, independente do grupo de cães infectados, poderia estar 
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relacionada com um perfil de resposta predominantemente do tipo Th2, com 

macrófagos com inibida capacidade de destruir o parasito, induzida por estas citocinas.  

Já foi descrita a presença de níveis elevados de IL-10 e TGF-β em baços de cães 

sintomáticos e assintomáticos para Leishmania, confirmando a predominância do perfil 

Th2 na doença ativa, juntamente com a redução dos níveis de IFN-(, potente ativador 

da atividade microbicida de macrófagos (CORRÊA et al. 2007). Da mesma forma, 

ALVES et al (2009) observaram predominância de citocinas do tipo Th2 (IL-4, IL-10, 

TGF-() no linfonodo pré-escapular de cães do grupo sintomático, associadas à elevada 

carga parasitária, mostrando susceptibilidade à infecção por Leishmania chagasi.  

Da mesma forma, sabe-se que além da deficiente produção de enzimas líticas, 

tais como iNOS em macrófagos parasitados por Leishmania (L.) chagasi (ZAFRA et al., 

2008), também ocorre a inibição da capacidade de expressar moléculas de MHC classe 

II na membrana celular destes fagócitos ou esta expressão aparece internalizada na 

membrana celular da forma amastigota de Leishmania amazonensis (LEÃO et al., 

1995), comprometendo tanto a função de lise do parasito, quanto a de apresentá-lo aos 

linfócitos T CD4+. Esses aspectos caracterizam mecanismos de escape do sistema 

imune do hospedeiro canino e comprovam, portanto a capacidade de sobrevivência e 

de multiplicação no sistema fagocítico mononuclear do cão e de sua disseminação 

sistêmica. 

Os granulomas observados no presente estudo, não possuem a conformação 

clássica descrita nos granulomas nodulares tuberculóides, onde aparecem três 

estruturas distintas, tais como, uma área central de necrose caseosa, uma área 

intermediária com macrófagos (células epitelióides e gigantes) e uma área periférica 

composta por linfócitos, plasmócitos e cápsula fibrosa. Neste tipo de granuloma 

predominam as citocinas do tipo Th1. Em nosso estudo, a inflamação granulomatosa 

observada é compatível com a classificação de granulomas difusos do tipo 

lepromatosos, também vistos na infecção por Mycobacterium leprae, M. avium-

intracellulares paratuberculosis (Doença de Jonhe) e M. avium-intracellulare de aves e 

outras espécies de animais. Nestes granulomas o aspecto característico é infiltrado 
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inflamatório predominantemente macrofágico, com poucos linfócitos e plasmócitos, com 

perfil predominante de citocinas Th2 (ACKERMANN, 2009). 

A associação negativa entre macrófagos e linfócitos no grupo S, vista no 

linfonodo poplíteo, mostrando que nos casos mais avançados da LVC, a capacidade de 

resposta imune do cão está comprometida, já que os linfócitos da região cortical sofrem 

atrofia, devido à invasão histiocítica. Esse quadro é agravado pelo comprovado 

aumento da carga parasitária neste grupo. Estes resultados são similares aos descritos 

por LIMA et al. (2004), no entanto neste estudo foi observada também a presença de 

granulomas altamente parasitados na região cortical, contrariando as observações 

deste autor. 

Neste estudo observa-se que nos linfonodos poplíteos e subescapulares, o 

aumento do número de parasitos coincidiu com o aumento do número de granulomas e 

com o agravamento da doença. Entretanto, alguns autores afirmam que no fígado a 

presença de granulomas associados à baixa carga parasitária indicaria um sinal de 

resistência deste órgão frente à infecção (GIUNCHETTI et al., 2008). No caso do 

presente estudo acredita-se que existam respostas diferenciadas para o parasito em 

cada órgão, ou seja, uns são mais resistentes e outros mais susceptíveis a 

multiplicação de L. (L.) chagasi. REIS et al. (2009) mostraram perfis de resposta 

variados em diferentes órgãos de cães com LVC, denominando estas diferenças como 

resposta compartimentalizada de cada órgão frente a infecção. Esse padrão de 

resposta pode estar relacionado à proliferação ou ao controle da multiplicação do 

parasito nos órgãos infectados.  

Mesmo quando se compara diferentes linfonodos, estas respostas variadas 

aparecem. No caso do linfonodo subescapular houve maior reatividade e menos atrofia 

linfóide, quando comparado ao poplíteo. LIMA et al. (2004), estudaram linfonodos 

periféricos de cães com LVC e observaram que o linfonodo cervical foi o mais afetado e 

isso foi devido à área drenada pelo mesmo (região da cabeça), maior alvo do vetor de 

LVC. No caso deste estudo, o linfonodo subescapular também drena esta região e, 

portanto apresentou maior reatividade. A causa da maior atrofia linfóide observada no 

linfonodo poplíteo, em cães com doença avançada, poderia ocorrer porque este 
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linfonodo seja afetado mais tardiamente que os linfonodos da região cervical e que o 

subescapular. Portanto os efeitos inibidores induzidos pelo protozoário teriam um tempo 

de ação diferenciado entre os linfonodos afetados. ALVES et al. (2009) observaram que 

nos linfonodos pré-escapulares houve reatividade linfóide e proliferação de macrófagos 

na medular, resultando em linfadenopatia, mais freqüente que nos linfonodos axilar e 

poplíteo. Em nosso estudo, também observamos maior reatividade linfóide no 

subescapular, que drena a mesma região que o pré-escapular descrito por estes 

autores. Já nos linfonodos mesentéricos e ilíacos não foi observado a mesma 

característica, pois eles apresentaram baixa carga parasitária associada a discretas 

alterações morfológicas.  

A diferente resposta celular observada entre os linfonodos poplíteo e 

subescapular poderia ser explicada pelo tempo de evolução da doença, ou seja, na 

fase aguda os linfonodos cervicais e o subescapular seriam os mais envolvidos, pois a 

região da cabeça é o local de maior acesso do mosquito-palha. Já na fase crônica o 

linfonodo poplíteo seria o mais afetado, possivelmente por um contato mais tardio com 

o antígeno. Na rotina do exame clínico dos cães, os linfonodos cervicais geralmente 

são negligenciados e o subescapular somente é palpável quando há aumento de 

volume perceptível. Enquanto o poplíteo é o linfonodo de escolha e drena a linfa dos 

membros pélvicos (DYCE et al., 2004; ALVES et al., 2009) Em regiões quentes estas 

áreas também são muito procuradas pelo inseto vetor, principalmente na região 

interdigital, pois é um local de maior umidade. Já a região inguinal também é muito 

afetada, pois é composta por pele glabra. 

Em um animal do grupo sintomático, com elevada carga parasitária, observou-se 

a presença de fibroblastos altamente parasitados por formas amastigotas de 

Leishmania chagasi. Esta observação mostra que esta célula também é hospedeira do 

protozoário, conforme relatos de BOGDAN et al. (2000). Sabe-se que fibroblastos 

quando ativados, produzem citocinas, fatores de crescimento, entre outros (MORAES e 

JOAZEIRO, 2005). Estudos in vitro com fibroblastos parasitados por L. major mostram 

que esta célula não possui capacidade microbicida, portanto o parasito teria um 

ambiente menos hostil para sobreviver, embora não seja descrita sua multiplicação no 
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interior destas células (BOGDAN et al. 2000). Por este fato, com base nos relatos da 

literatura e nas observações deste estudo sugere-se que o protozoário Leishmania sp. 

poderia utilizar o fibroblasto para modular a resposta imune do hospedeiro, juntamente 

com os macrófagos, favorecendo sua evasão imune. O envolvimento do fibroblasto na 

resposta imune já foi descrito em outras situações, onde estas células são 

denominadas de fibroblastos sentinelas e são capazes de expressar citocinas e 

receptores de superfície similares aos dos linfócitos T CD4+. Estas subpopulações de 

fibroblastos podem expressar citocinas do tipo Th1 (IL-2, TNF-α, IFN-γ) ou Th2 (IL-4, 

TGF-β e MPC-1). Estas citocinas permitem ao fibroblastto interagir com os 

componentes da matriz extracelular e com leucócitos, tais como, macrófagos, 

granulócitos, mastócitos e linfócitos (MORAES e JOAZEIRO, 2005).  

A presença de plasmocitose e de corpúsculos de Russell nestas células foi um 

aspecto marcante nos linfonodos periféricos. Possivelmente este perfil celular indica 

uma predominância de resposta humoral, já que plasmócitos produzem 

imunoglobulinas e os corpúsculos de Russell não mais são que estas proteínas visíveis 

no ambiente intracitoplasmático do plasmócito. Portanto, cães com este tipo celular não 

responderiam eficientemente ao protozoário. Em camundongos infectados com L. 

amazonensis, a predominância de linfócitos B e anticorpos favoreceu a progressão da 

doença, devido à supressão da migração de linfócitos T CD4+ para o sítio da lesão 

(WANASEN e SOONG, 2008). 

A presença de hemossiderina foi um aspecto freqüente nos animais avaliados, 

independente da carga parasitária (16/32 cães). No homem e nos cães, a anemia é 

freqüente na Leishmaniose Visceral. Ela pode estar associada à insuficiência renal 

crônica e a hipoplasia ou aplasia da medula pelo acentuado infiltrado celular e 

parasitário (COSTA-VAL et al., 2007), bem como, a anemia hemolítica descrita em 

pacientes humanos que possuem anticorpos anti-eritrócitos, pela ativação de linfócitos 

B, pelo aumento da permeabilidade da membrana do eritrócito, por citocinas que 

interferem na ação da eritropoietina e pelo seqüestro de eritrócitos para o baço 

(MAHAJAN e MARWAHA, 2007). 
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Em relação às células apoptóticas, não houve diferenças estatísticas 

significativas entre os três grupos de cães infectados, apenas em relação aos cães do 

grupo controle. Porém pode-se observar que nos linfonodos poplíteos, mesentéricos e 

ilíacos, essas células apareceram com maior densidade no grupo S, seguido dos cães 

do grupo O, já no subescapular essa concentração foi maior no grupo O (Figuras 7A/B 

e 8A/B). Embora não tenha sido possível observar associação significativa entre a 

presença de apoptose no tecido linfóide, com o aumento da carga parasitária no 

linfonodo, parece haver evidência biológica dessa associação, já que a maior 

densidade de células apoptóticas ocorreu em animais que tiveram a maior carga 

parasitária, como foi observado no grupo de cães sintomáticos. Possivelmente, L. (L.) 

chagasi poderia utilizar-se de mecanismos de evasão imune, por participar da indução 

da reação granulomatosa e da atrofia linfóide em animais com quadro clínico mais 

grave. Com isso, esses cães seriam mais susceptíveis a infecção e incapazes de 

responder com uma imunidade do tipo celular. 

GOTO e LINDOSO (2004) observaram a apoptose in vivo em hamsters com 

Leishmaniose visceral, apenas na fase inicial da infecção. A progressão da doença 

coincidiu com a ausência da apoptose nas células do fígado e baço. Por esse fato, 

deduziu-se que com a evolução da LV, a apoptose pode diminuir sua ação sobre as 

células do sistema imune. No presente estudo, a evolução da LVC é crônica e foi 

significativa em linfonodos de cães do grupo sintomático, em fase avançada da doença.  

Por isso, seria importante afirmar que a resposta dos cães frente à infecção por L. (L.) 

chagasi é bem diferente dos modelos experimentais, possivelmente porque este tipo de 

hospedeiro não sofre os efeitos imunomodulatórios da saliva do inseto vetor do 

protozoário. 

Similar aos resultados do presente estudo, VERÇOSA et al. (2009 a/b) 

observaram apoptose nos grupos de cães assintomáticos e sintomáticos, tanto no 

infiltrado inflamatório renal quanto no cutâneo, porém só houve diferença estatística 

entre os grupos na pele, sugerindo que a apoptose participa na modulação da resposta 

inflamatória nos cães com LVC.  
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Neste estudo observou-se a prevalência de células apoptóticas na cortical, tanto 

na porção central do nodo linfóide (linfócitos B) quanto na região paracortical, povoada 

por linfócitos T. Nas regiões paracortical e nos cordões medulares foi observada a 

maior densidade de células apoptóticas, sendo os linfócitos T e B as células que 

sofreram este processo. Em estudos experimentais com camundongos infectados com 

T. cruzi descreveu-se que os linfócitos T apoptóticos são importantes para a 

sobrevivência do protozoário dentro de macrófagos (FREIRE-DE-LIMA et al., 2000), 

com conseqüente inibição da resposta Th1. Da mesma forma, a liberação de moléculas 

pró-apoptóticas pelo protozoário, no meio extracelular, induziria a apoptose de 

macrófagos e a liberação de formas infectivas viáveis de T. cruzi (LOPES e DOSREIS, 

2000). Os resultados deste estudo estariam em concordância com estes autores, pois a 

carga parasitária e a densidade de células apoptóticas foram maiores nos cães 

sintomáticos, podendo estar relacionadas à causa de atrofia linfóide dos linfonodos, 

deixando-os mais susceptíveis a LVC. 

Uma hipótese final para explicar a sobrevivência do protozoário Leishmania sp. 

nos hospedeiros susceptíveis seria que este parasito é eficiente em enganar o sistema 

imune do hospedeiro, pois já é comprovado que existe redução da população de 

linfócitos T CD4+ em animais infectados por L. donovani, via apoptose (LÜDER et al., 

2001). Da mesma forma, descreve-se que o perfil predominante de citocinas em cães 

sintomáticos é o do tipo Th2 (citocinas anti-inflamatórias) e com isso há a inibição da 

ativação e da atividade microbicida de macrófagos, que são estimulados principalmente 

por IFN-γ (CORREA et al., 2007). A expressão de MHC-II pode variar entre as espécies 

de Leishmania, mas em estudos com L. donovani houve redução desta expressão, 

caracterizando uma ineficiente capacidade do macrófago em apresentar antígenos aos 

linfócitos T (REINER et al.,1987). Por esse fato, considerando os resultados deste 

estudo, pode-se sugerir que em animais com doença avançada (grupo sintomático) 

houve maior carga parasitária e processo inflamatório crônico extenso nos linfonodos 

periféricos, seguido de uma redução drástica da população linfóide. Esses animais 

seriam menos eficientes em responder à infecção pelo protozoário e em montar uma 

resposta imune do tipo Th1, já que tiveram atrofia linfóide. Ficou claro que Leishmania 
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(L.) chagasi utiliza o processo apoptótico como mecanismo de evasão imune, quando 

observa-se a rarefação de linfócitos T nos linfonodos de cães com doença crônica. Em 

estudos futuros seria muito importante avaliar o tipo de linfócito que sofre depleção e a 

atividade dos macrófagos na LVC. 
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VII. CONCLUSÕES 

 

 

Nas condições deste estudo foi possível concluir que: 

 

- Macrófagos e plasmócitos foram as células predominantes nos grupos de cães 

infectados.  

- O aumento da densidade de macrófagos (granulomas) foi inversamente 

proporcional a densidade de linfócitos (atrofia linfóide) no grupo sintomático. 

- A presença de apoptose e a carga parasitária foram maiores no grupo de cães 

sintomáticos, embora não houvesse uma associação significativa entre estes 

parâmetros. 

- Existe diferença na intensidade e tipo de resposta imune entre os linfonodos 

subescapular e poplíteo. 



 41 

VIII. REFERÊNCIAS 

 

 

ACKERMANN, M.R. Inflamação crônica e cicatrização de feridas. In: MCGAVIN, M.D.; 

ZACHARY, J.F. Bases da patologia em veterinária . 4.ed. Rio de Janeiro: Mosby 

Elsevier, 2009. cap.4, p. 153-191. 

 

ALVES, W.A. Leishmaniose visceral americana: situação atual no Brasil. BEPA - 

Boletim Epidemiológico Paulista , São Paulo, v.6, n.71, 2009, p.25-29. 

 

ALVES, C.F.; AMORIMB, I.F.G.; MOURA, E.P.; RIBEIRO, R.R.; ALVES, C.F.; 

MICHALICK, M.S.; KALAPOTHAKIS, E.; BRUNA-ROMERO, O.; TAFURI, W.L.; 

TEIXEIRA, M.M.; MELO, M.N. Expression of IFN-γ, TNF-α, IL-10 and TGF-β in lymph 

nodes associates with parasite load and clinical form of disease in dogs naturally 

infected with Leishmania (Leishmania) chagasi. Veterinary Immunology and 

Immunopathology , Amsterdam, v.128, p.349-358, 2009. 

 

AMERICAN VETERINARY MEDICAL ASSOCIATION. Report of the AVMA panel on 

euthanasia. Journal of the American Veterinary Medical Associat ion, Chicago, 

v.218, n.5, p.669-696, 2001. 

 

ASHFORD, R.W. The leishmaniases as emerging and reemerging zoonoses. 

International Journal for Parasitology,  Porto, v.30, p.1269-1281, 2000. 

 

ASSIS, F.D.; PIRES, M.M.; SILVA, K.M.; FILHO, J.G.; PERRI, S.H.V.; NUNES, C.M. 

Relação entre eutanásia de cães e incidência de Leishmaniose visceral humana em 

área endêmica. Veterinária e Zootecnia,  Botucatu, v.15, n.2, supl.1, p.85, 2008. 

 

BARBIÉRI, C.L. Immunology of canine leishmaniasis. Parasite Immunology, Oxford, 

v.28, p.329-337, 2006. 



 42 

 

BARCINSKI, M.A.; MOREIRA, M.E.C.; BALANCO, J.M.F.; WANDERLEY, J.L.M.; 

BONOMO, A.C. The role of apoptotic mimicry in host-parasite interplay: is death the only 

alternative for altruistic behavior? Kinetoplastid Biology and Disease , Florianópolis, 

v.2, n.6, p.1-2, 2003. 

 

BERTHO, A.L.; SANTIAGO, M.A.; DA CRUZ, A.M.; COUTINHO, S.G. Detection of early 

apoptosis and cell death in T CD4+ and CD8+ cells from lesions of patients with 

localized cutaneous leishmaniasis. Brazilian Journal of Medical and Biology 

Research , Ribeirão Preto, v.33, p.317-325, 2000. 

 

BOGDAN, C.; DONHAUSER, N.; DÖRING, R.; RÖLLINGHOFF, M.; DIEFENBACH, A.; 

RITTIG, M.G. Fibroblasts as Host Cells in Latent Leishmaniosis. Journal Experimental 

Medical , New. York, v.191, n.12, p.2121-2129, 2000. 

 

BRASIL - Ministério da Saúde. Secretária de vigilância em saúde. Departamento de 

vigilância epidemiológica Manual de vigilância e controle da Leishmaniose Vis ceral. 

Brasília: Editora do Ministério da Saúde, 2006. 120p. 

 

BRITO, F.L.C. Patologia, resposta imune humoral e diagnóstico em cães com 

oftalmopatias decorrentes da infecção natural por Leishmania (Leishmania) 

chagasi. 2006. 55f. Tese (Doutorado em Cirurgia Veterinária), - Faculdade de Ciências 

Agrárias e Veterinárias, Universidade Estadual Paulista, Jaboticabal, 2006. 

 

CAMARGO-NEVES, V.L.F.; KATZ, G.; RODAS, L.A.C.; POLETTO, D.W.; LAGE, L.C.; 

SPÍNOLA, R.M.F.; CRUZ, O.G. Utilização de ferramentas de análise espacial na 

vigilância epidemiológica de leishmaniose visceral americana - Araçatuba, São Paulo, 

Brasil, 1998-1999. Cadernos de Saúde Pública, Rio de Janeiro, v.17, n.5, p.1263-

1267, 2001. 

 



 43 

CASTRO, A.G. Controle, diagnóstico e tratamento da leishmaniose visceral:  

normas técnicas. Brasília: Fundação Nacional de Saúde, 1996. 86p. 

 

CORRÊA, A.P.F.L.; DOSSI, A.C.S.; VASCONCELOS, R.O.; MUNARI, D.P.; LIMA, 

V.M.F. Evaluation of transformation growth factor-ß1, interleukin-10, and interferon-γ in 

male symptomatic and asymptomatic dogs naturally infected by Leishmania 

(Leishmania) chagasi. Veterinary Parasitology,  Amsterdam, v.143, p.267-274, 2007. 

 

COSTA-VAL, A.P.; CAVALCANTI, R.R.; GONTIJO, N.F.; MICHALICK, M.S.M.; 

ALEXANDER, B.; WILLIAMS, P.; MELO, M.N. Canine visceral leishmaniasis: 

Relationships between clinical status, humoral immune response, haematology and 

Lutzomyia (Lutzomyia) longipalpis infectivity. Veterinary Journal , London, v.174, p.636-

643, 2007. 

 

COTTER, T.G. Apoptosis and cancer: the genesis of a research field. Nature Reviews-

Cancer , v.9, p.501-507, 2009. 

 

DE NARDI, A.B. Correlação da ciclooxigenase-2 com Ki-67, P53 e cas pase-3 nas 

neoplasias de mama em cadelas . 2007. 92f. Tese (Doutorado em Cirurgia 

Veterinária), - Faculdade de Ciências Agrárias e Veterinárias, Universidade Estadual 

Paulista, Jaboticabal, 2007. 

 

DOS REIS, G.A.; RIBEIRO-GOMES, F.L.; GUILLERMO, L.V.C.; LOPES, M.F. Cross-

talk between apoptosis and cytokines in the regulation of parasitic infection. Cytokine e 

Growth Factor Reviews , Kidlington, v.18, p.97-105, 2007. 

 

DYCE, K.M.; SACK, W.O., WENSING, C.J.G. Sistema Cardiovascular. In: ________. 

Tratado de Anatomia Veterinária.  3 ed. Rio de Janeiro: Elsevier, 2004. cap.7, p.215-

255. 

 



 44 

FALQUETO, A.; SESSA, P.A. Leishmaniose Tegumentar Americana. In: VERONESI - 

Tratado de infectologia.  3. ed. São Paulo: Atheneu, 2005. v.1, p.1543-1557. 

 

FEITOSA, M.M.; IKEDA, F.A.; LUVIZOTTO, M.C.R.; PERRI, S.H.V. Aspectos clínicos 

de cães com leishmaniose visceral no município de Araçatuba - São Paulo (Brasil). 

Clínica Veterinária,  São Paulo, v.5, n.28, p.36-44, 2000. 

 

FREIRE-DE-LIMA, C.G.F.; NASCIMENTO, D.O.; SOARES, M.B.P.; BOZZA P.T.; 

FARIA-NETO, H.C.C.; MELLO, F.G.; DOS REIS, G.A.; LOPES, M.F. Uptake of 

apoptotic cells drives the growth of a pathogenic trypanosome inmacrophages. Letters 

to Nature , v.403, n.13, p.199-203, 2000. 

 

FURTADO, V.M.G. Imunofenotipagem em Leishmaniose Cutânea – 

Imunohistoquímica como ferramenta para estudar a re ação imune e a apoptose 

em uma série de pacientes com Leishmaniose Cutânea no Distrito Federal de 

Brasília.  2006. 74f. Dissertação (mestrado) – Faculdade de Ciências Médicas, 

Universidade de Brasília, Brasília, 2006. 

 

GENARO, O. Leishmaniose visceral canina experimental.  Belo Horizonte. 1993. 

202f. Tese (Doutorado) – Instituto de Ciências Biológicas, Universidade Federal de 

Minas Gerais, Belo Horizonte. 1993. 

 

GIUNCHETTI, R. C., MARTINS-FILHO, O. A., CARNEIRO, C. M., MAYRINK, W., 

MARQUES, M. J., TAFURI, W. L., CORREIA-OLIVEIRA, R., REIS, A. B. 

Histopathology, parasite density and cell phenotypes of the popliteal lymph node in 

canine visceral leishmaniasis, Veterinary  immunology  and  immunopathology , 

Amsterdam, v.121, p.23-33, 2008.  

 



 45 

GOTO, H.; LINDOSO, J.A.L. Immunity and immunosuppression in experimental visceral 

leishmaniasis. Brazilian Journal of Medical and Biological Researc h, Ribeirão Preto, 

v.37, p.615-623, 2004. 

 

GRIMALDI, J.G.; TESH, R.B.; MCMAHON-PRATT, D. A review of geographical 

distribution and epidemiology of leishmaniasis in the New World. American Journal of 

Tropical Medicine and Hygiene,  Nothkrook, v.41, p.687-725, 1989. 

 

KUMAR, V.; ABBAS, A.K.; FAUSTO, N. Adaptação, dano e morte celular. In:_______. 

Robbins e Cotran - patologia - bases patológicas da s doenças. 7. ed. Rio de 

Janeiro: Elsevier, 2005. cap.1, p.27-33. 

 

LEÃO, S. S.; LANG, F.; PRINA, E.; HELLIO, R.; ANTOINE, J.C. Intracellular Leishmania 

Amazonensis amastigotes internalize and degrade MHC class II molecules of their host 

cells. Journal of Cell Science , Washington, n.108, p. 3219-3231, 1995. 

 

LIMA, W.G., MICHALICK, M.S.M., MELO, M.N., TAFURI, W.L., TAFURI, W.L. Canine 

visceral leishmaniasis: a histopathological study of lymph nodes. Acta  Tropica , 

Netherlands, v. 92, p. 43-53, 2004. 

 

LOPES, M.F.; DOS REIS, G.A. Experimental Chagas disease: Phagocytosis of 

apoptotic lymphocytes deactivates macrophages and fuels parasite growth. Apoptosis  

Journal , v. 5, n.3, p.221-224, 2000. 

 

LÜDER, C.G.K.; GROSS, U.W.E.; LOPES, M.F. Intracellular protozoan parasites and 

apoptosis: diverse strategies to modulate parasite–host interactions. Trends in 

Parasitology , Londres, v.17, n.10, p.480-486, 2001. 

 

MAHAJAN, V.; MARWAHA, R.K. Immune Mediated Hemolysis in Visceral 

Leishmaniasis. Journal Tropical Pediatrics , Oxford, v.53, n.4, p.284-286, 2007. 



 46 

 

MARZOCHI, M.C.A.; COUTINHO, S.G.; SABROZA, P.C.; SOUZA, M.A.; SOUZA, P.P.; 

TOLEDO, L.M.; FILHO, F.B.R. Leishmaniose visceral canina no Rio de Janeiro – Brasil. 

Cadernos de Saúde Pública , Rio de Janeiro v.1 n.4, p.432-446, 1985. 

 

MAURÍCIO, I.L.; HOWARD, M.K.; STOTHARD, J.R.; MILES, M.A. Genomic diversity in 

the Leishmania donovani complex. Veterinary Parasitology, Amsterdam, v.119, n.3, 

p.237-246, 1999. 

 

MELO, M.N. Leishmaniose visceral no Brasil: desafios e perspectivas. In: 

CONGRESSO DE PARASITOLOGIA VETERINÁRIA, SIMPÓSIO LATINO-

AMERICANO DE RICKETISIOSES, 1., 2004, Ouro Preto. Anais...  CD-ROM. 

 

MONTEIRO, E.M.; SILVA, J.C.F.; COSTA, R.T.; COSTA, D.C.; BARATA, R.A.; PAULA, 

E.V.; LINS, G.L.; COELHO, M.; ROCHA, M.F.; DIAS, C.L.F.; DIAS, E.S. Leishmaniose 

visceral: estudo de flebotomíneos e infecção canina em Montes Claros, Minas Gerais. 

Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropica l, Salvador, v.38, n.2, p.147-

152, 2005. 

 

MORAES S.G.; JOAZEIRO, P.P. Fibroblastos. In: CARVALHO, H.F.; COLLARES-

BUZATO, C.B. Células: Uma abordagem multidiciplinar.  Barueri: Manole, 2005. 

cap.3, p.22-33. 

 

MYERS, R.K.; MCGAVIN, M.D. Respostas celulares e teciduais à lesão. In: MCGAVIN, 

M.D.; ZACHARY, J.F. Bases da patologia em veterinária . 4.ed. Rio de Janeiro: Mosby 

Elsevier, 2009. cap.1, p. 3-62. 

 

MYLONAKIS, M. E., PAPAIOANNOU, N., SARIDOMICHELAKIS, M. N., KOUTINAS, A. 

F., BILLINIS C., KONTOS, V. I. Cytologic patterns of lymphadenopathy in dogs infected 



 47 

with Leishmania infantu. Veterinary  Clinical  Pathology , Santa Barbara, v. 34, n. 3, 

p.243-247, 2005. 

 

NAVEDA, L.A.B.; MOREIRA, E.C.; MACHADO, J.G.; MORAES, J.R.C.; MARCELINO, 

A.P. Aspectos epidemiológicos da leishmaniose visceral canina no município de Pedro 

Leopoldo, Minas Gerais, 2003. Arquivo Brasileiro de Medicina Veterinária e 

Zootecnia, Belo Horizonte, v.58, n.6, p.988-993, 2006. 

 

PEARSON, R.D.; SOUSA, A.Q. Clinical spectrum of leishmaniasis. Clinical Infection 

Diseases,  Chicago, v.22, n.1, p.1-11, 1996. 

 

PESSÔA, B.S.; MARTINS, A.V. Parasitologia médica. 11.ed. Rio de Janeiro: 

Guanabara Koogan, 1988. p.66-124. 

 

REINER, N. E.; Ng, W.; McMASTER, W. R. Parasite-acessory cell-interactions in murine 

leishmaniasis. 2. Leishmania dononvani suppresses macrophage expression of class-I 

and class II major histocompatibility complex gene-products. Journal of Immunology,  

Betheodo, v.138, p.1926-1932, 1987. 

 

REIS, A.B.; MARTINS-FILHO, O.A.; CARVALHO, A.T.; GIUNCHETTI, R.C.; 

CARNEIRO, C.M.; MAYRINK, W.; TAFURI, W.L.; OLIVEIRA, R.C. Systemic and 

compartmentalized immune response in canine visceral leishmaniasis. Veterinary 

Immunology and Immunopathology , Amsterdam, v.128, p.87-95, 2009. 

 

REY, L. Principais grupos de protozoários e metazoários, parasitos do homem e seus 

vetores. In: _______. Parasitologia.  3 ed. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan, 2001. 

cap.9, p.123-134. 

  

ROSSI, C.N. Ocorrência de Leishmania sp. em gatos do município de Araçatuba - 

São Paulo - Brasil. 2007. 69f. Dissertação (Mestrado em Medicina Veterinária), - 



 48 

Faculdade de Ciências Agrárias e Veterinárias, Universidade Estadual Paulista, 

Jaboticabal, 2007. 

 

SANTA ROSA, I.C.A.; OLIVEIRA, I.C.S. Leishmaniose visceral: breve revisão sobre 

uma zoonose reemergente. Clínica Veterinária , São Paulo, v.2, n.11, p.24-28, 1997. 

 

SANTIAGO, M.E.B.; VASCONCELOS, R.O.; FATTORI, K.R.; MUNARI, D.P.; 

MICHELIN, A.F.; LIMA, V.M.F. An investigation of Leishmania spp. in Didelphis spp. 

from urban and peri-urban areas in Bauru (São Paulo, Brazil). Veterinary Parasitology.  

Amsterdam, v. 150, p. 283–290, 2007. 

 

SAVANI, E.S.M.M.; SCHIMONSKY, B.V.; CAMARGO, M.C.G.O.; D'AURIA, S.R.N. 

Vigilância de leishmaniose visceral americana em cães de área não endêmica, São 

Paulo. Revista de Saúde Pública , São Paulo, v.37, n.2, p.260-262, 2003. 

 

SOARES, R.P.P.; TURCO, S.J. Lutzomyia longipalpis. (Díptera: Psychodidae: 

Phlebotominae): a review. Anais da academia Brasileira de Ciências, Rio de Janeiro, 

v.75, n.3, p.301-330, 2003. 

 

SOARES, M.J.V. Seqüenciamento de DNA e imunoistoquímica renal para  detecção 

de Leishmania sp em cães. 2007. 67f. Tese (Doutorado em Medicina Veterinária) - 

Faculdade de Ciências Agrárias e Veterinárias, Universidade Estadual Paulista, 

Jaboticabal, 2007. 

 

TAFURI, W.L.; SANTOS, R.L.; ARANTES, R.M.E.; GONÇALVES, R.; MELO, M.N.; 

MICHALICK, M.S.M.; TAFURI, W.L. An alternative immunohistochemical method for 

detecting Leishmania amastigotes in paraffin-embedded canine tissues. Journal of 

Immunological Methods , Amsterdam, v.292, n.1-2, p.17-23, 2004. 

 



 49 

TERZIAN, A.C.B.; ZUCCARI, D.A.P.C.; PEREIRA, R.S.; PAVAM, M.V.; RUIZ, C.M.; 

SUEIRO, F.A.R.; COELHO, J. Avaliação da caspase-3 e Ki-67 como marcadores 

prognósticos nas neoplasias mamárias em cadelas. Brazilian Journal of Veterinary 

Research and Animal Science , São Paulo, v. 44, n. 2, p. 96-102, 2007. 

 

a VERÇOSA, B.L.A.; SOUSA, M.V.C.; PEREIRA, N.B.; SILVA, S.L.M.; FILHO, R.N.L.V.; 

COSTA, D.N.M.; COSTA, F.A.L.; MENDONÇA, I.L.; VASCONCELOS, A.C. Apoptose 

mesângial caracterização istomorfométrica a resposta inflamatória renal em cães 

sintomáticos e assintomáticos com leishmaniose visceral. In: ENCONTRO NACIONAL 

DE PATOLOGIA VETERINÁRIA, 14., 2009, Águas de Lindóia. Anais... CD-ROM. 

 

b VERÇOSA, B.L.A.; SOUSA, M.V.C.; PEREIRA, N.B.; SILVA, S.L.M.; FILHO, R.N.L.V.; 

COSTA, D.N.M.; COSTA, F.A.L.; MENDONÇA, I.L.; TAFURI, W.L.; VASCONCELOS, 

A.C. Relação entre apoptose, resposta inflamatória e carga parasitária na pele de cães 

naturalmente infectados com Leishmania (L) chagasi. In: ENCONTRO NACIONAL DE 

PATOLOGIA VETERINÁRIA, 14., 2009, Águas de Lindóia. Anais... CD-ROM. 

 

WANASEN, N.; XIN, L.; SOONG, L. Pathogenic role of B cells and antibodies in murine 

Leishmania amazonensis infection. International Journal for Parasitology, Elmsford, 

v.38, p.417-429, 2008. 

 

WHO - Research to support the elimination of visceral leishmaniasis. Disponível 

em:<http://apps.who.int/tdr/svc/publications/about-tdr/annual-reports/visceral-

leishmaniasis-elimination-2008>. Acesso em: 11/jan./2010.  

 

ZAFRA, R.; JABER, J. R.; PEREZ-ECIJA, R. A.; BARRAGAN, A.; MARTINEZ-

MORENO, A.; PEREZ, J. High iNOS expression in macrophages in canine 

leishmaniasis is associated with low intracellular parasite burden, Veterinary 

Immunology and Immunopathology , Amsterdam, v.123, p.353–359, 2008. 

 



 50 

ZIMMERMANN, K.C.; GREEN, D.R. How cells die: Apoptosis pathways. Journal of 

Allergy and Clinical Immunology, Saint Louis, v. 108, n.4, p.99-103, 2001. 

 

ZORZETTO, R. Uma doença anunciada – Infecção letal causada por parasita de uma 

só célula, a leishmaniose visceral avança sobre as cidades brasileiras. Revista 

Pesquisa FAPESP , São Paulo, n.151, p.46-51, 2008. 



 51 

IX ANEXOS 

 

 

9.1- Protocolo de Imunoistoquímica para determinaçã o da carga parasitária de 

Leishmania (L.) chagasi em linfonodos de cães naturalmente infectados: 

 

 

Determinação da carga parasitária com a imunomarcação das formas 

amastigotas de L. (L.) chagasi presentes nos linfonodos, por meio do protocolo 

imunoistoquímico descrito por TAFURI et al. (2004). 

 

Os tempos de cada etapa e todo procedimento encontram-se detalhados a 

seguir: 

1. As lâminas foram inicialmente mantidas por 1 hora em estufa a 

60ºC. Posteriormente foram desparafinadas e hidratadas em soluções 

decrescentes de xilol e álcool. 

2. Entre cada um dos passos descritos a seguir fez-se banhos em 

água destilada e solução de tampão fosfato (PBS), pH 7,6. 

3. O sistema de recuperação antigênica foi feito pelo vapor (Steamer - 

panela a vapor Philips Walita), com solução de citrato sódio 10 mM, pH 6,0, por 

40 minutos. 

4. Bloqueio da peroxidase endógena foi efetivado por incubação em 

solução de álcool metílico e peróxido de hidrogênio (30 volumes) a 3%, durante 

10 minutos, à temperatura ambiente e em câmara escura. 

5. Bloqueio de proteínas inespecíficas foi realizado com Protein Block 

(DAKO, cód. X0909) por 20 minutos, à temperatura ambiente. 

6. Adicionou-se o anticorpo primário na diluição 1:1000 (soro de cão 

positivo para LV). Em seguida as lâminas foram incubadas por 18 horas em 

câmara úmida a 40C. 
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7. Adição do anticorpo secundário biotinalado (Kit LSAB® 

DakoCytomation, cód. K0690) e incubação por 30 minutos, à temperatura 

ambiente, em câmara úmida. 

8. Empregou-se o substrato Estreptavidina Peroxidase (Kit LSAB® 

DakoCytomation, cód. K0690) e incubou-se por 30 minutos, à temperatura 

ambiente. 

9. Procedeu-se à revelação com cromógeno diaminobenzidina (DAB, 

Dako, cód. K3468) por três minutos, à temperatura ambiente, em câmara úmida. 

10. Realizou-se lavagem das lâminas em água destilada e a contra-

coloração com Hematoxilina de Harris, por 1 minuto. 

11.  Finalizou-se com lavagem em água corrente, a desidratação em 

álcoois crescentes, xilol e a montagem com Bálsamo do Canadá (Synth). 

Controles negativos para marcação de formas amastigotas de Leishmania foram 

realizados com PBS, em substituição ao anticorpo primário. 
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9.2 - Protocolo de Imunoistoquímica para determinaç ão da densidade de células 

apoptóticas em linfonodos de cães naturalmente infe ctados por Leishmania (L.) 

chagasi: 

 

 

Para a determinação da apoptose em células linfóides utilizou-se o anticorpo 

anti-caspase 3 clivada de origem humana e feita em coelho (Cell Signaling, cód. 9661), 

segundo o protocolo descrito por DE NARDI (2007), com os mesmos procedimentos 

descritos anteriormente.  

1. As lâminas foram inicialmente mantidas por 1 hora em estufa a 

60ºC. Posteriormente foram desparafinadas e hidratadas em soluções 

decrescentes de xilol e álcool. 

2. Entre cada um dos passos descritos, os cortes de linfonodo foram 

submetidos a banhos em água destilada e solução de tampão fosfato (PBS), pH 

7,6. 

3. O sistema de recuperação antigênica foi feito pelo vapor (panela a 

vapor Philips Walita), com solução de citrato sódio 10 mM, pH 6,0, por 40 

minutos. 

4. Bloqueio da peroxidase endógena foi efetivado por incubação em 

solução de álcool metílico e peróxido de hidrogênio (30 volumes) a 3%, durante 

10 minutos, à temperatura ambiente e em câmara escura. 

5. O bloqueio de proteínas inespecíficas foi realizado com Protein 

Block (DAKO, cód. X0909) por 20 minutos, à temperatura ambiente. 

6. Porteriormente adicionou-se o anticorpo primário anti-caspase 3 

clivada (Cell Signaling, cód. 9661), na diluição 1:200.  Em seguida as lâminas 

foram incubadas por 18 horas em câmara úmida a 40C. 

7. Adição do anticorpo secundário biotinalado (Kit LSAB® 

DakoCytomation, cód. K0690) e incubação por 30 minutos, à temperatura 

ambiente, em câmara úmida. 
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8. Empregou-se o substrato Estreptavidina Biotina Peroxidase (Kit 

LSAB® DakoCytomation, cód. K0690) e incubou-se os cortes por 30 minutos à 

temperatura ambiente. 

9. Procedeu-se à revelação com cromógeno diaminobenzidina (DAB, 

Dako, cód. K3468) por três minutos, à temperatura ambiente, em câmara úmida. 

10. Realizou-se a lavagem das lâminas em água destilada e a contra-

coloração foi feita com Hematoxilina de Harris, por 1 minuto. 

11.  Finalizou-se com lavagem em água corrente, seguida da 

desidratação em álcoois crescentes, xilol e a montagem com Bálsamo do 

Canadá (Synth). 

Os controles negativos para marcação de células apoptóticas foram realizados 

com solução de PBS, em substituição ao anticorpo primário. 

O controle positivo foi feito em linfonodos de cães hígidos de áreas não 

endêmicas para LVC. 
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