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CARVALHO, Aline A; PINHO, Flaviane A.; MAGALHÃES, Nilton A.; SILVA, Kleverton R.;  

COSTA, Francisco A. L. Diagnóstico parasitológico de leishmaniose visceral canina e sua 

associação com o infiltrado neutrofílico [Parasitological diagnosis of canine visceral 

leishmaniasis and its association with neutrophilic infiltrate] Veterinary parasitology. 

 

A Leishmaniose Visceral Canina (LVC) do ponto de vista epidemiológico é mais 

importante que a doença no homem, pois além de ter uma prevalência maior, o cão apresenta 

elevado potencial de transmissão (MARZOCHI et al, 1985),  tornado-o a principal fonte de 

infecção para os vetores (RAMIRO et al., 2005). O objetivo deste trabalho foi avaliar o 

diagnóstico parasitológico em diferentes amostras de material da pele e linfonodo poplíteo na 

presença de infiltrado inflamatório neutrofílico, como parâmetro de definição de risco potencial 

do cão na transmissão da LV. Foram analisados 69 animais, distribuídos em 3 (três) grupos: 

polissintomáticos (PS); oligossintomáticos (OS) e  controles (C). A análise parasitológica 

revelou que 65,1% (41/63) foram positivos no linfonodo e 39,7% (25/63) foram positivos na 

pele. Verificou-se que a probabilidade de encontrar amastigotas em biópsia de pele foi 

significantemente maior que no imprint de linfa (p = 0,04, teste  χ2) e esfregaço sanguíneo (p = 

0,00, teste χ2) de pele. A carga parasitária era significantemente maior nos animais 

polissintomáticos do que nos oligossintomáticos e controles. Exame citológico realizado para 

quantificar a presença de neutrófilos revelou um maior número de neutrófilos nos animais 

polissintomáticos, do que nos animais oligossintomáticos (P=0,00, teste de Mann Whitney) 

(Fig.7). Verificou-se, ainda, que o número de parasitos na pele era maior quando havia presença 

de neutrófilos no linfonodo (p = 0,03, r = 0,5, teste Regressão Linear). Assim, observou-se que o 

exame parasitológico de pele e linfonodo poplíteo fornecem informações seguras da infecção e 

pode indicar o risco epidemiológico potencial de um cão em transmitir o parasito ao vetor.  

 

Palavras-chave: linfonodo, pele, neutrófilo, carga parasitária, Leishmania 

 

 

 

 

 



CARVALHO, Aline A; PINHO, Flaviane A.; MAGALHÃES, Nilton A.; SILVA, Kleverton R.;  

COSTA, Francisco A. L. Parasitological diagnosis of canine visceral leishmaniasis and its 

association with neutrophilic infiltrate [Diagnóstico parasitológico de leishmaniose visceral 

canina e sua associação com o infiltrado neutrofílico] Veterinary parasitology. 

 

Canine Visceral Leishmaniasis (CVL) from the epidemiological point of view is more 

important than disease in humans, because the dog has a high potential for transmission 

(Marzochi et al, 1985), making it the main source of infection for the vectors (Ramiro et al., 

2005). The objective of this study was to evaluate the parasitological diagnosis in different 

samples of material from skin and popliteal lymph node in the presence of neutrophilic 

inflammatory infiltrate, as a parameter to assess the potential of the dog in the VL transmission. 

We analyzed 69 animals, divided into 3 (three) groups: polysymptomatic (PS), 

oligosymptomatics (OS) and controls (C). The parasitological analysis revealed that 65.1% 

(41/63) were lymph node positive and 39.7% (25/63) were positive on the skin. It was observed 

that the probability of finding amastigotes in skin biopsy was significantly greater than in imprint 

of lymph (p = 0.04, χ2 test) and blood smear of skin (p = 0.00, χ2 test). The parasite load was 

significantly higher in animals polysymptomatic than in oligosymptomatic and controls. 

Cytological analyses to quantify the presence of neutrophils revealed a greater number of 

neutrophils in polysymptomatic than in oligosymptomatic animals (P = 0.00, Mann Whitney). 

Observed also that the number of parasites in the skin was higher when there was presence of 

neutrophils in the lymph node (p = 0.03, r = 0.5, Regression testing). It was found that the 

parasitological examination of skin and popliteal lymph node provide reliable information and 

can indicate the epidemiological risk of a dog to transmit the parasite to the vector. 

 

Keywords: lymph nodes, skin, neutrophil, parasite load, Leishmania 
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1.INTRODUÇÃO 

A Leishmaniose Visceral (LV) é uma doença zoonótica que tem grande 

importância em saúde pública, por acometer crianças, mas, também, adultos de áreas 

rurais e da periferia dos grandes centros urbanos que não contam com infra-estrutura 

econômico-social adequada (BRASIL, 2006).  

Esta enfermidade foi descrita pela primeira vez na Grécia em 1835 quando então 

era denominada de “ponos.” Anos mais tarde, em 1869, foi relatada na índia, recebendo 

o nome de “Kala-jwar” devido ao discreto aumento da pigmentação da pele durante a 

evolução da doença (LEITE, 1958).  Atualmente é uma das sete endemias mundiais de 

prioridade absoluta da Organização Mundial de Saúde (OMS), com elevada prevalência 

nas Américas Central e do Sul e com descrição de alguns casos nos Estados Unidos da 

América (WHO, 2011). É, ainda, prevalente no Oriente Médio, Ásia e África, (ROSE et 

al., 2004).  

A LV é considerada uma das doenças mais negligenciada do mundo, com 80% 

dos casos ocorrendo em populações de baixa renda, com deficiência em saneamento 

básico, educação, moradia e alimentação. Estima-se que dois milhões de pessoas vivam 

em áreas de risco, com o surgimento de cerca de 500.000 casos novos e mais de 50.000 

mortes anuais (WHO, 2011). No Brasil a LV constitui um sério problema de saúde 

pública, sendo registrada, anualmente, em torno de 3.156 casos, dos quais cerca de 10% 

não sobrevivem (OLIVEIRA et al., 2006; SABROZA., 2006). Nos últimos dez anos a 

média anual de incidência foi de dois casos/100.000 habitantes (BRASIL, 2006).  

Devido à ampla distribuição geográfica no Brasil, a LV se apresenta com 

aspectos sociais, geográficos e climáticos diferenciados. Os dados epidemiológicos dos 

últimos anos revelam uma periurbanização e urbanização da leishmaniose visceral, 

provocado por transformações ambientais devido ao intenso processo migratório, por 

razões econômicas ou sociais, levando a redução do espaço ecológico da doença e 

facilitando, dessa forma, a ocorrência de epidemias (BRASIL, 2006). 

Na década de 90, aproximadamente 90% dos casos notificados no Brasil era na 

região Nordeste. Com o passar dos anos e a expansão da doença para outras regiões, 

esses perfil vem se modificando. Atualmente a região Nordeste apresenta 77% dos 

totais de casos notificados, destacando os estados do Piauí, Maranhão, Ceará e Bahia, 

seguidos pela região sudeste, norte e centro-oeste (OLIVEIRA et al.,2006). 
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No estado do Piauí, no período de 1999 a 2009 foram notificados 2.498 casos de 

LV, sendo que 54,8% foram confirmados na capital Teresina. Os dados revelam que a 

leishmaniose visceral tem característica de uma doença cíclica, com surtos repetidos a 

cada dez anos. A periodicidade desta enfermidade tem sido explicada pela freqüente 

ocorrência cíclica de calamidades naturais como secas (bastante freqüentes) e 

inundações. Essas oscilações climáticas determinam a migração populacional causando 

uma queda nas condições socioeconômicas das populações afetadas. Atualmente, a 

incidência da LV no Piauí é de 8,93 casos/100.000 habitantes (DRUMOND; COSTA, 

2011).       

  A enfermidade é causada por protozoários tripanossomatídeos do gênero 

Leishmania (ROSS, 1903), pertencendo ao complexo Leishmania (Leishmania) 

donovani (LAISON; SHAW, 1987), formado por três espécies: Leishmania 

(Leishmania) donovani (LAVERAN; MESNIL, 1903), presente na Índia e regiões da 

África; Leishmania (Leishmania) infantum (NICOLE,1908), encontrada nos continentes 

Africano, Asiático e Europeu  e a Leishmania (Leishmania) chagasi (CUNHA; 

CHAGAS, 1937) agente etiológico da zoonose no novo mundo. 

Os agentes etiológicos da LV são parasitas intracelulares obrigatórios do 

Sistema Fagocítico Mononuclear (SFM) constituído pelo baço, fígado, linfonodo e 

medula óssea (BRASIL, 2006); entretanto no curso da infecção outros órgãos podem ser 

afetados (CIMERMAN, 1999), destacando-se a pele do cão, ponto inicial de infecção, 

que apresenta alto parasitismo nos animais com manifestações clínicas da doença 

(VERÇOSA et al., 2008).  

  A transmissão da leishmaniose visceral se dá pela picada de fêmeas de 

flebotomíneos pertencentes à Ordem díptera da família Psychodidae, sendo 

consideradas como os hospedeiros intermediários (REY, 1991). A Lutzomyia 

(Lutzomyia) longipalpis é a principal espécie transmissora da L. chagasi no Brasil, mas 

dependendo da área geográfica mais de uma espécie de flebotomíneo pode está 

envolvida (MONTEIRO et al., 2005; BRASIL, 2006) como  a L. cruzi no estado do 

Mato Grosso do Sul ( SANTOS et al, 1998).  

Desde 1908 quando a LV foi relatada pela primeira vez na Tunísia em canídeos 

domésticos, e no Brasil quando foi observado intenso parasitismo cutâneo em cães e 

raposas do estado do Ceará, o cão tem sido considerado o mais importante reservatório 

peridoméstico no ciclo urbano da doença (RAMIRO et al., 2003; SILVA et al., 2005). 



13 

 

A Leishmaniose Visceral Canina (LVC) do ponto de vista epidemiológico é 

mais importante que a doença no homem, pois além de ter uma prevalência maior, o cão 

apresenta elevado potencial de transmissão (MARZOCHI et al, 1985),  tornado-o a 

principal fonte de infecção para os vetores (RAMIRO et al., 2005). 

A doença no cão geralmente precede a doença no homem. Apesar desta 

associação, estudos demonstram que a eutanásia de cães soropositivos em áreas de 

incidência de LV humana não tem sido suficientes para reduzir a doença em níveis 

epidemiológicos aceitáveis (BADARÓ et al, 1996; BRAGA et al, 1998; OLIVEIRA et 

al, 2005; SILVA et al , 2005). Entre os anos de 1999 a 2009 a prevalência de LV canina 

em Teresina, capital do estado do Piauí, foi de 19,27 casos/mil cães e apesar da 

eutanásia dos cães soropositivos, a incidência da doença em 2008 e 2009 foi maior que 

nos anos anteriores (SESAPI, 2009).  

 A transmissão da doença acontece durante o repasto sanguíneo do vetor sobre o 

hospedeiro infectado que ingere as formas amastigotas de Leishmania, a maioria dentro 

de macrófagos. No tubo digestivo anterior ocorre o rompimento dessas células 

liberando os protozoários. As formas amastigotas começam a se reproduzir por divisão 

binária e se diferenciam em promastigotas, caracterizadas principalmente pela formação 

do flagelo, sendo conhecidas também como formas flageladas. Essas promastigotas 

continuam o processo de multiplicação e se transformam em paramastigotas, as quais 

irão migrar para o esôfago e a faringe do vetor, aderindo-se a esses órgãos por meio do 

flagelo. Em seguida as paramastigotas começam a se diferenciar em promastigotas 

metacíclicas tornando-se infectantes (MARZOCHI et al,1981, ). O ciclo do parasito 

dentro do inseto se completa em aproximadamente 72 horas (BRASIL, 2006)  

 As fêmeas infectadas ao realizarem um novo repasto sanguíneo em hospedeiro 

vertebrado sadio, liberam as formas infectantes juntamente com sua saliva. Na derme do 

hospedeiro elas são fagocitadas pelas células do sistema fagocítico mononuclear (SFM) 

e no interior dos macrófagos, diferenciam-se em amastigotas e multiplicam-se 

intensamente até o rompimento dos mesmos, quando ocorre a sua liberação e são 

fagocitadas novamente por outros macrófagos num processo contínuo, ocorrendo assim 

a disseminação hematogênica e/ou linfática para outros tecidos ricos em células do 

SFM, como linfonodos, fígado, baço e medula óssea (BRASIL, 2006; DIAS et al., 

1999).   
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 Alguns autores defendem a hipótese de outras formas de transmissão entre a 

população canina, principalmente por meio da transfusão de sangue contaminado, 

ingestão de artrópodes infectados e transmissão venérea; porém não existem evidências 

sobre a importância epidemiológica destes mecanismos de transmissão para humanos 

ou na manutenção da enzootia (COUTINHO et al., 2005; BRASIL, 2006; de FREITAS 

et al., 2006; COUTINHO; LINARDI, 2007; SILVA et al., 2009). 

 O padrão de resposta imune na LV canina ainda não está totalmente 

estabelecido. Estudos demonstram que a resolução espontânea da infecção em cães 

assintomáticos ou com sinais leves da doença, geralmente está relacionada a uma 

produção das citocinas IL-2, IL-12, IFNy, TNFα, caracterizando uma resposta do tipo 

Th1, mediada por células CD4+ e CD8+ . As citocinas IL-2, IFNy e TNFα e células 

CD8+ exercem uma proteção imunológica ao cão com a ativação de macrófagos 

capazes de  matar as amastigotas intracelulares pela produção de L-arginina e óxido 

nítrico. Por outro lado, a infecção exacerbada esta ligada a produção de IL-4, IL-5, IL-6, 

IL-10, envolvendo uma resposta Th2, com expansão e proliferação de linfócitos B 

(BARBIERI, 2006). A IL-10 pode promover um aumento da resposta Th2, bloqueando 

a proliferação de células Th1(VARELLA; FORTE, 2001). A IL-4 induz a produção de 

linfócitos B, desenvolvendo uma resposta do tipo Th2 com o aumento dos níveis séricos 

de imunoglobulinas IgE e IgG1 (VARELLA; FORTE, 2001). Essas imunoglobulinas 

podem estar fortemente associadas a um quadro clínico grave de LV canina 

(QUINNELL et al., 2001).  

 Os cães sintomáticos geralmente apresentam altos títulos de anticorpos anti- 

Leishmania, enquanto que os resistentes à infecção apresentam baixos níveis ou 

ausência de anticorpos (BOCETA et al., 2000; SOLANO-GALLEGO et al., 2001). A 

imunoglobulina IgG2 parece está associada a  infecção assintomática (DEPLAZES et 

al., 1995). Muitos aspectos da patogênese da LV canina são atribuídos aos anticorpos 

produzidos de forma exacerbada, os quais formam imunocomplexos que são 

depositados no tecido de diversos órgãos causando lesões inflamatórias (SANTOS et 

al., 2004).    

 A LV canina é uma doença sistêmica severa, cuja sintomatologia vai depender 

do tipo de resposta imunológica expressa pelo animal e da cepa do parasito inoculada. O 

cão infectado pode apresentar um quadro clínico com características que vão desde o 

aparente estado sadio a um severo estagio final (BRASIL, 2006; NEVES et al, 2005). 
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 Em áreas endêmicas o cão é considerado o principal elo na manutenção do ciclo 

da Leishmania, por ser susceptível a infecção, desenvolvendo uma sintomatologia 

clássica da doença com intenso parasitismo cutâneo, sendo responsabilizado pela 

transmissão humana por se encontrar no peridomicílio e intradomicílio das residências 

(BRASIL, 2006).  Existe também uma população canina que é considerada resistente a 

infecção, por não desenvolver sinais clínicos, e sua importância como transmissor 

potencial da doença carece de avaliações mais consistentes. Para alguns autores, parte 

dos animais infectados, mesmo na ausência de manifestações clínicas, apresentam 

parasitismo cutâneo, sendo potencialmente infectantes para o vetor (TRAVI et al., 2001; 

MORENO; ALVAR, 2002; LARANJEIRA, 2008; REIS et al., 2009).  Em 

contrapartida, outros estudos demonstram que a carga parasitária está correlacionada 

com o estado clínico. Os cães assintomáticos demonstram baixo parasitismo em órgãos 

do SFM, e mesmo, ausência de parasitas na pele (SOLANO-GALENO et al., 2001, 

VERÇOSA et al., 2008). Portanto, animais que apresentam manifestações clínicas têm 

maior probabilidade de infectar vetores que cães sem manifestações clínicas da doença 

(VERÇOSA et al., 2008). As manifestações clínicas da LVC podem ser classificadas 

em três diferentes grupos: cães assintomáticos, constituído por animais sorológica e 

parasitologicamente positivos, mas que não apresentam nenhum sinal clínico sugestivo 

da enfermidade; cães oligossintomáticos, aqueles que são sorológica e 

parasitologicamente positivos e apresentam no máximo três sinais clínicos da doença, e 

cães sintomáticos ou polissintomáticos, aqueles sorológica e parasitologicamente 

positivos que possuem mais de três sinais clínicos característicos da doença 

(MACIANTE et al, 1988).   

 A LVC possui uma gama de manifestações clínicas podendo assemelhar-se a 

outras enfermidades infecto-contagioasas (BRASIL, 2006). Os sinais clínicos 

comumente evidenciados em cães de Teresina-PI, são onicogrifose, lesões de pele, 

conjuntivite e linfadenopatia local ou generalizada (VERÇOSA et al., 2008). 

 Como a LV canina tem uma variação muito grande de manifestações clínicas, 

torna-se difícil apenas a utilização do diagnóstico clínico, sendo necessária a realização 

de outros métodos laboratoriais para a confirmação da infecção. Atualmente os métodos 

de diagnósticos mais utilizados são os sorológicos, os métodos de imunodiagnóstico, os 

métodos moleculares de detecção do DNA dos parasitas e a pesquisa direta do 

protozoário (GONTIJO; MELO, 2004). 
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O diagnóstico sorológico é atualmente utilizado nos inquéritos para distinguir 

cães infectados dos não infectados. O Ministério da Saúde do Brasil recomenda a 

utilização do teste ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent Assay) para triagem inicial e 

a reação de Imunofluorescência indireta (RIFI) para confirmação dos casos positivos 

(GRANDONI, 2002; BRASIL, 2006;). No RIFI, o cão é considerado soro reagente pelo 

Ministério da Saúde, quando apresenta um título igual ou superior a 1:40. Em áreas 

endêmicas, deve-se ter cuidado na interpretação de resultados com baixas titulações pela 

possibilidade de reações cruzadas com doenças causadas por outros tripanossomatídeos, 

originando resultados falso-positivos (MANCIANTI, et al., 2002; ALVAR et al., 2004; 

BRASIL, 2006). Essas incertezas acabam por gerar dúvidas de quantos animais sadios 

são eutanasiados por falha no diagnóstico (ALVES; BEVILACQUA, 2004). Quanto a 

sensibilidade o RIFI apresenta grandes variações, revelando percentuais muito baixos de 

até 21,6% (SILVA et al,. 2001) ou percentuais muito altos de até 100% 

(CIARAMELLA et al., 2007). Um estudo feito por Maia et al.(2007) com cães 

assintomáticos e sintomáticos de uma área endêmica, demonstrou uma sensibilidade de 

85,5% e especificidade de 94,7%. O ELISA consiste na reação de anticorpos presente 

no soro com antígenos de Leishmania que pode ser obtido de diversas formas: por meio 

de cultivo do parasita, como antígenos purificados, proteínas recombinantes e peptídeos 

sintéticos (MAIA ; CAMPINO, 2008;). Variações nas espécies de leishmânias 

utilizadas como antígenos influência significativamente o resultado do teste.  O uso de 

antígenos preparados com L.amazonesis e L. brasiliensis em vez de L. chagasi, resultam 

em uma diminuição dos níveis de anticorpos detectados no ELISA em soro de animais 

infectados (BALEEIRO et al., 2006). 

Outros testes sorológicos também são aplicados na LV canina como o dot-

ELISA, o Western Blotting, o Ensaio de Imunodifussão, o teste de imunocromatografia 

rápida e o Teste de Aglutinação Direta (DAT). Este último teste baseia-se na detecção 

de anticorpos anti-Leishmania no soro com a utilização de antígeno estável e liofilizado, 

o que o torna muito adequado para uso em campo uma vez que permanece estável em 

altas temperaturas (MEREDITH et al., 1995; SCHALLING et al., 2002a). Sua 

sensibilidade varia de 70,6% (MOHEBALI et al., 2004) a 100% (SILVA et al., 2006) e 

a especificidade varia de 84,9% (MOHEBALLI et al., 2004) a 100% (NEOGY et al., 

1992; SCHALLING et al., 2002b). 
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Atualmente a Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) vem sendo empregada 

mundialmente. Trata-se de uma técnica molecular que visa à amplificação de 

fragmentos de DNA do cinetoplasto (KDNA) de Leishmania. Uma das vantagens da 

técnica na detecção do parasita é a variedade de amostras que podem ser utilizadas, 

como sangue, pele, medula óssea, linfonodo, baço, fígado, entre outros.  Sua 

sensibilidade e especificidade vai depender de fatores como a escolha dos primers, o 

método de extração, o protocolo adotado e o tipo de material biológico a ser utilizado na 

reação. Mesmo com todas essas variáveis, estudos apontam que a sensibilidade do teste 

é alta, ficando entre 89 e 100% (ASHFORD et al., 1995; BERRAHAL et al., 1996; 

SILVA et al., 2001; SOLANO-GALENO et al., 2001). Contudo, seu custo ainda é 

muito elevado, pelos equipamentos sofisticados que são utilizados, e há necessidade de 

pessoal com alta qualificação, o que constitui fator limitante em seu uso em inquéritos 

epidemiológicos. 

Apesar da disponibilidade dos diferentes métodos de diagnóstico, a leishmaniose 

visceral canina continua necessitando de uma ferramenta diagnóstica que seja confiável, 

fácil e rápida de realizar.  Os testes sorológicos que atualmente são utilizados na triagem 

da LV canina, não têm alcançado bons resultados em áreas endêmicas, gerando a 

necessidade do aprimoramento de técnicas diagnósticas, principalmente no que 

concerne a especificidade do teste utilizado para a detecção do reservatório animal 

(ALVES; BEVILACQUA, 2004).  

Por outro lado, os testes parasitológicos, possuem alta especificidade, são 

considerados o padrão ouro para o diagnóstico e podem ser utilizados como ferramenta 

em áreas endêmicas para identificação de casos caninos. A confirmação parasitológica 

pela cultura de fragmentos de pele intacta mostra resultados positivos em dois 

municípios do Rio de Janeiro (MADEIRA et al. 2004; MADEIRA et al.,2006). Estudos 

demonstram que fragmentos de pele podem ser utilizados para confirmação 

parasitológica da LV canina, utilizando-se de intervenções leves e de fácil 

aplicabilidade (FIGUEIREDO et al., 2010). 

 A pele é um órgão importante no processo de determinação da infecção por 

albergar o parasito (FONDEVILA et al, 1997). Desse modo, é um órgão de eleição para 

a detecção do parasito por métodos parasitológicos.   

 De um modo em geral, a confirmação da infecção é feita pela análise 

parasitológica em amostras de pele, linfonodo e medula óssea (WILLENSE, 1995) por 



18 

 

análise citológica. Esse método apresenta 100% de especificidade, mas a sensibilidade é 

baixa (ALVAR et al, 2004), contudo depende de alguns fatores como o grau de 

parasitemia na amostra, do material biológico coletado e da experiência do profissional 

que faz a leitura da lâmina (NOLI; AUXILIA, 2005; MAIA;  CAMPINO, 2008).  De 

acordo com Ferrer, (1999) e Alvar et al, (2004) essa técnica apresenta uma melhor 

sensibilidade quando realizada com amostras de linfonodo e medula óssea com 30- 50% 

e 60-75% de positividade, respectivamente.  

A análise histopatológica em tecidos corados por Hematoxilina-Eosina (H-E), 

também tem sido usada para detectar formas amastigotas do parasita, apesar de 

apresentar baixa sensibilidade (XAVIER et al, 2006), mas, à semelhança da técnica 

citológica, a sensibilidade pode aumentar se as amostras forem bem analisadas por um 

profissional experiente (MAIA; CAMPINO, 2008).   

 Assim, considerando a alta especificidade da técnica parasitológica, esta pode 

ser aplicada seguramente em área endêmica como método auxiliar de diagnóstico, que 

pode contribuir para a identificação rápida e segura de animais infectados, eliminando a 

possibilidade de diagnósticos falsos positivos ou falsos negativos e possibilitando a 

retirada dos animais da área endêmica, reduzindo, desse modo, o ciclo da infecção. 

Exames citológicos e histopatológicos de órgãos como pele e linfonodo revelam 

que animais soropositivos para leishmaniose e com sinais clínicos da doença 

apresentam frequentemente um infiltrado inflamatório mononuclear composto 

principalmente por linfócitos, plasmócitos e macrófagos e também pela presença de 

células polimorfonucleares caracterizadas como neutrófilos e eosinófilos 

(MYLONAKIS et al., 2005; VERÇOSA et al, 2008; ).  

O neutrófilo desempenha um papel importante na fagocitose e morte de 

microorganismos invasores por meio da geração e liberação de enzimas líticas por seus 

grânulos e produção de óxido nítrico. Além disso, são importantes constituintes da 

resposta inflamatória e  descobriu-se que contribuem no recrutamento e ativação de 

células apresentadoras de antígeno por meio da liberação de citocinas e quimiocinas 

(CASSATELLA,1999; NATHAN, 2006).  

A atividade dos neutrófilos na infecção por Leishmania tem sido estudada 

principalmente usando modelos murinos com a forma cutânea da doença. Nesses 

animais é observado que neutrófilos parecem exercer uma função protetora matando os 

parasitas na fase aguda, ou seja, nas primeiras semanas de infecção, mas não em 
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infecções crônicas (CHEN et al., 2005; LIMA et al.,1998; RIBEIRO-GOMES et al., 

2004;). Em camundongos BALB/c depois de inoculação cutânea de L. chagasi é 

observado no primeiro dia de infecção a presença de neutrófilos albergando o parasita, 

seguido por macrófagos, porém ocorre um predomínio de neutrófilos parasitados 

durante as primeiras 24 horas de infecção (THALHOFER et al., 2011). Pesquisadores 

demonstram, também, que a depleção de neutrófilos e eosinófilos em camundongos 

BALB/c infectados por L.major, contribui para um aumento da carga parasitária (LIMA 

et al.,1998; CHEN et al., 2005), o que sugere um papel importante do neutrófilo na 

proteção precoce contra Leishmania. Experimentos in vitro com neutrófilos humanos 

infectados com L. donovani, demonstram que a morte do parasita intracelular é 

realizada pelo sistema halide-peroxidase-H2O2 (H2O2-peroxidase-halide system) 

(PEARSO; STEIGBIGEL, 1981). 

    Experimento com camundongos BALB/c infectados com L. donovani, em que 

foram usados depletores específicos de neutrófilos (anticorpo monoclonal NIMP-R14) 

durante as duas primeiras semanas de infecção, revela que a depleção de neutrófilos 

leva a um aumento significante da quantidade de parasitas no baço e medula óssea dos 

animais, além de um retardamento na formação de granulomas no fígado com 

diminuição da síntese de óxido nítrico. Mostra ainda que a resposte imune contra o 

parasita, na ausência de neutrófilos, parece ter sido alterada, uma vez que os resultados 

revelam um aumento no soro e no baço de IL-10 e IL-4 e uma diminuição de células T 

CD4+ e CD8+ produtoras de IFN, sugerindo que na ausência de neutrófilos o 

desenvolvimento de uma resposta imune do tipo Th1 esteja prejudicada. Todos esses 

resultados indicam o envolvimento do neutrófilo na resistência a infecção contra L. 

donovani e no desenvolvimento de uma resposta imune subseqüente (McFARLANE et 

al., 2008) 

Outros estudos incriminam o neutrófilo como responsável por fornecer um 

mecanismo de entrada “silenciosa” da Leishmania (CHANG et al., 1993; CHARMOY 

et al., 2007). A fagocitose do parasita pelo neutrófilo leva a formação de um 

fagolisossomo que é responsável pela destruição do antígeno. Por outro lado, neutrófilos 

infectados com leishmânias parecem se comportar de duas formas: a) ocorre a 

destruição do parasito pelo neutrófilo quando após a fagocitose ocorre a formação do 

fagolisossoma (junção do fagossoma com o lisossoma), b) não ocorre a destruição do 

parasito, pela ausência de formação do fagolissossoma; nesse caso o parasito não é 
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destruído, caracterizando um mecanismo de escape à ação lítica do neutrófilo 

(GUEIRARD et al., 2008). Os autores ainda relatam que substâncias como os 

fosfoglicanos estão claramente envolvidos na habilidade do parasita em persistir nesses 

compartimentos, evitando assim sua degradação, além de suprimir o mecanismo de 

apoptose pelos neutrófilos, aumentando sua permanência dentro das células. Neste 

contexto, experimento com co-incubação de polimorfonuclear (PMN) com 

promastigotas de L. major in vitro leva a inibição de apoptose espontânea de 

neutrófilos, resultando em sobrevivência intracelular do parasito. Após a infecção, PMN 

eventualmente entram em apoptose. Fosfatidil serina é exposta na superfície dos PMN 

apoptóticos levando a seu reconhecimento e fagocitose por macrófagos e, desse modo, 

contribuindo para a manutenção da infecção (AGA et al., 2002). 

O objetivo deste trabalho é avaliar o diagnóstico parasitológico de Leishmaniose 

visceral canina, na área endêmica de Teresina, por meio de exame parasitológico de 

diferentes amostras de material da pele e relacionar a presença de neutrófilos nesses 

órgãos com a carga parasitária, como parâmetro de definição de risco potencial do cão 

na transmissão da doença. 

Esta dissertação apresenta a seguinte estrutura formal: resumo, summary seguido 

de uma introdução englobando revisão de literatura e objetivos; um capítulo contendo 

artigo completo, intitulado “Diagnóstico parasitológico de Leishmaniose Visceral 

Canina e sua associação com o infiltrado inflamatório neutrofílico”, a ser 

encaminhado para publicação na revista Veterinary Parasitology, estruturados de acordo 

com as normas da revista e referências bibliográficas da introdução geral. 
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 18 

Abstract 19 

Canine Visceral Leishmaniasis (CVL) from the epidemiological point of view is more 20 

important than disease in humans, because the dog has a high potential for transmission 21 

(Marzochi et al, 1985), making it the main source of infection for the vectors (Ramiro et 22 

al., 2005). The objective of this study was to evaluate the parasitological diagnosis in 23 

different samples of material from skin and popliteal lymph node in the presence of 24 

neutrophilic inflammatory infiltrate, as a parameter to assess the potential of the dog in 25 
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the VL transmission. We analyzed 69 animals, divided into 3 (three) groups: 1 

polysymptomatic (PS), oligosymptomatics (OS) and controls (C). The parasitological 2 

analysis revealed that 65.1% (41/63) were lymph node positive and 39.7% (25/63) were 3 

positive on the skin. It was observed that the probability of finding amastigotes in skin 4 

biopsy was significantly greater than in imprint of lymph (p = 0.04, χ2 test) and blood 5 

smear of skin (p = 0.00, χ2 test). The parasite load was significantly higher in animals 6 

polysymptomatic than in oligosymptomatic and controls. Cytological analyses to 7 

quantify the presence of neutrophils revealed a greater number of neutrophils in 8 

polysymptomatic than in oligosymptomatic animals (P = 0.00, Mann Whitney). 9 

Observed also that the number of parasites in the skin was higher when there was 10 

presence of neutrophils in the lymph node (p = 0.03, r = 0.5, Regression testing). It was 11 

found that the parasitological examination of skin and popliteal lymph node provide 12 

reliable information and can indicate the epidemiological risk of a dog to transmit the 13 

parasite to the vector. 14 

 15 

Keywords: lymph nodes, skin, neutrophil, parasite load, Leishmania 16 

 17 

Introdução 18 

 19 

A Leishmaniose Visceral Canina (LVC) do ponto de vista epidemiológico é 20 

mais importante que a doença no homem, pois além de ter uma prevalência maior, o cão 21 

apresenta elevado potencial de transmissão (Marzochi et al, 1985),  tornado-o a 22 

principal fonte de infecção para os vetores (Ramiro et al., 2005). 23 
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Cães infectados apresentam parasitismo cutâneo, sendo potencialmente 1 

infectantes para o vetor (Travi et al., 2001; Moreno; Alvar, 2002; Laranjeira, 2008; Reis 2 

et al., 2009).  Mas, a carga parasitária parece estar correlacionada ao estado clínico. Os 3 

cães assintomáticos demonstram baixo parasitismo em órgãos do SFM, e mesmo, 4 

ausência de parasitas na pele (Solano-Galeno et al., 2001, Verçosa et al., 2008). 5 

Portanto, animais que apresentam manifestações clínicas têm maior probabilidade de 6 

infectar vetores que cães sem manifestações clínicas da doença (Verçosa et al., 2008). 7 

O programa de controle da LVC no Brasil determina a aplicação do diagnóstico 8 

sorológico nos inquéritos epidemiológicos para distinguir cães infectados dos não 9 

infectados: o teste ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent Assay) para triagem inicial e 10 

a reação de Imunofluorescência indireta (RIFI) para confirmação dos casos positivos 11 

(Grandoni, 2002; Brasil, 2006), mas a sensibilidade e especificidade desses métodos 12 

oscilam bastante, levando a erros de diagnóstico com muitos resultados falso positivos e 13 

falso negativos (Maia; Campino, 2008).  14 

Por outro lado, os testes parasitológicos, possuem alta especificidade, são 15 

considerados o padrão ouro para o diagnóstico e podem ser utilizados em áreas 16 

endêmicas para identificação de casos caninos. Estudos demonstram que fragmentos de 17 

pele podem ser utilizados para confirmação parasitológica da LV canina, utilizando-se 18 

de intervenções leves e de fácil aplicabilidade (Figueiredo et al., 2010). 19 

 Assim, considerando a alta especificidade da técnica parasitológica, esta pode 20 

ser aplicada seguramente em área endêmica como método auxiliar de diagnóstico, que 21 

pode contribuir para a identificação rápida e segura de animais infectados, eliminando a 22 

possibilidade de diagnósticos falsos positivos ou falsos negativos e possibilitando a 23 

retirada dos animais da área endêmica, reduzindo, desse modo, o ciclo da infecção. 24 
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Exames citológicos e histopatológicos de órgãos como pele e linfonodo revelam 1 

que animais soropositivos para leishmaniose e com sinais clínicos da doença 2 

apresentam freqüentemente um infiltrado inflamatório mononuclear composto 3 

principalmente por linfócitos, plasmócitos e macrófacos e também pela presença de 4 

células polimorfonucleares caracterizadas como neutrófilos e eosinofilos (Mylonakis et 5 

al., 2005; Verçosa et al, 2008; ).  6 

A atividade dos neutrófilos na infecção por Leishmania apresenta resultados 7 

controversos. Os esudos demonstram que neutrófilos podem matar parasitas na fase 8 

aguda, por meio do sistema halide-peroxidase-H2O2 (H2O2-peroxidase-halide system) 9 

(Pearso; Steigbigel, 1981), mas não em infecções crônicas (Chen et al., 2005; Lima et 10 

al.,1998; Ribeiro-Gomes et al., 2004). A depleção de neutrófilos e eosinófilos em 11 

camundongos BALB/c infectados por L.major, contribui para um aumento da carga 12 

parasitária (Lima et al.,1998; Chen et al., 2005; McFarlane et al., 2008). 13 

Por outro lado outros estudos apontam o neutrófilo como responsável por 14 

fornecer um mecanismo de entrada “silenciosa” da Leishmania (Chang et al., 1993; 15 

Charmoy et al., 2007). Quando ocorre fagocitose do neutrófilo sem formação do 16 

fagolissossoma, o parasito não é destruído, caracterizando um mecanismo de escape à 17 

ação lítica do neutrófilo. Fosfoglicanos estão envolvidos na habilidade do parasita em 18 

persistir nesses compartimentos, além de suprimir o mecanismo de apoptose dos 19 

neutrófilos parasitados, aumentando sua permanência dentro das células (Gueirard et al., 20 

2008). Neste contexto, experimento com co-incubação de polimorfonuclear (PMN) com 21 

promastigotas de L. major in vitro leva a inibição de apoptose espontânea de 22 

neutrófilos, resultando em sobrevivência intracelular do parasito contribuindo para a 23 

manutenção da infecção (Aga et al., 2002).  24 
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O objetivo deste trabalho é avaliar o diagnóstico de Leishmaniose visceral 1 

canina, na área endêmica de Teresina, por meio de exame parasitológico de diferentes 2 

amostras de material da pele e relacionar a presença de neutrófilos nesses órgãos com a 3 

carga parasitária, como parâmetro de definição de risco potencial do cão na transmissão 4 

da doença. 5 

 6 

Material e métodos 7 

 8 

Animais e diagnóstico de leishmaniose visceral 9 

Para o diagnóstico sorológico de Leishmaniose Visceral Canina (LVC), foram 10 

colhidos 10ml de sangue da veia jugular em tubos a vácuo sem anticoagulante. O soro 11 

obtido foi utilizado para a detecção de anticorpos anti-Leishmania pelas técnicas de 12 

Imunofluorescência Indireta (IFI, Biomanguinhos, Fiocruz) e pelo Ensaio 13 

Imunoenzimático Indireto ELISA (Biomanguinhos, Fiocruz), realizados no laboratório 14 

de Leishmaniose da GEZOON em Teresina-PI. A confirmação diagnóstica foi feita por 15 

meio de exame parasitológico de pele, linfonodo poplíteo e medula óssea esternal, 16 

sendo o animal considerado positivo quando foi encontrado amastigota de leishmânia 17 

em pelo menos um dos órgãos analisados. 18 

Posteriormente ao resultado do diagnóstico parasitológico, os animais foram 19 

examinados quanto aos seus parâmetros clínicos conforme ficha de avaliação (apêndice 20 

I) e classificados em 3 (três) grupos: grupo dos polissintomáticos (PS) constituído por 21 

32 cães positivos, com mais de 3 (três) sinais clínicos de LV; grupo dos 22 

oligossintomáticos (OS) constituído por 31 cães positivos, com até 3(três) sinais 23 

clínicos da doença, e o grupo controle (C) constituído por seis cães que apresentaram 24 

resultados negativos para LV e sem manifestações clínicas. 25 
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Colheita do material 1 

Concluído o exame clínico, os animais foram sedados com acepromazina 2 

(0,3ml/10kg) por via intramuscular e, em seguida, anestesiados com tiopental sódico 3 

(25mg/Kg) por via intravenosa. Após a anestesia, foi feita a tricotomia da pele 4 

(superfície dorsal e ventral) da orelha direita e esquerda e região ungueal anterior e 5 

posterior dos antímeros direito e esquerdo. Em seguida foi realizada a desinfecção com 6 

álcool 70% das áreas tricotomizadas e realizada leve escarificação. Da linfa obtida foi 7 

realizado imprint em lâminas histológicas. As regiões escarificadas da pele foram 8 

limpas com solução de cloreto de sódio a 0,9% e álcool 70% onde foi feita uma pequena 9 

incisão de aproximadamente 2mm para a coleta de sangue. Uma gota de sangue 10 

periférico das diferentes regiões da pele foi utilizada para preparar esfregaço sanguíneo 11 

em lâminas histológicas.  12 

Após os procedimentos iniciais de coleta, sob efeito de anestesia profunda os 13 

animais foram eutanasiados com injeção intravenosa de 10ml de solução de cloreto de 14 

potássio a 10%. Em seguida foram colhidos fragmentos para imprint de tecido da pele, 15 

das regiões da orelha (esquerda e direita), ungueal anterior e posterior (direita e 16 

esquerda) e linfonodo poplíteo. Os fragmentos eram de aproximadamente 1 cm de 17 

comprimento por 1 cm de largura para a pele e de 0,5 cm de espessura para linfonodo 18 

poplíteo. Esse material foi fixado em formol a 10% tamponado com fosfato a 0,01M pH 19 

7,4 (formol tamponado) para análise histopatológica.  20 

Todos os procedimentos foram realizados de acordo com o protocolo de 21 

experimentação utilizado seguiu os critérios estabelecidos pelo Comitê de Ética em 22 

Experimentação Animal da Universidade Federal do Piauí (protocolo n. 026/2010). 23 

Análise citológica 24 
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As lâminas com esfregaço de sangue e imprints de linfa, pele das regiões da 1 

orelha e regiões ungueal anterior e posterior dos antímeros direito e esquerdo e o 2 

imprint de linfonodo poplíteo, foram fixadas com álcool metílico e coradas com Giemsa 3 

(Mikel, 1994). Em seguida, foram analisadas em microscópio de luz com objetiva de 4 

100x para identificação de amastigotas. Foi realizada em 10 animais do grupo PS, 10 do 5 

grupo OS e seis do grupo C, a contagem de amastigotas e neutrófilos em 25 campos 6 

aleatórios em imprint de linfonodo e pele de orelha (direita e esquerda) para 7 

determinação da carga parasitária e quantificação do número de neutrófilos presente nos 8 

órgãos analisadas. 9 

Análise histopatológica 10 

Tecidos de pele e linfonodo, de aproximadamente 0,5 cm de espessura, foram 11 

retirados dos mesmos animais, para contagem de amastigotas e neutrófilos. Esses 12 

tecidos foram conservados em formal tamponado, processados em histotécnico, 13 

incluídos em parafina, cortados a 5µm, montados em lâminas histológicas e coradas 14 

com hematoxilina-eosina (Luna, 1968). Em seguida, foram avaliados semi-15 

quantitativamente para caracterizar a extensão, natureza, localização, distribuição e 16 

intensidade da lesão numa escala de 0 a 5 onde 0 = normal, 1 = mínimo, 2 = médio, 3 = 17 

moderado, 4 = moderadamente severo e 5 = severo. 18 

Análise estatística 19 

Os resultados quantitativos e semi-quantitativos foram analisados no programa 20 

estatístico Sigma Stat: a) Teste qui-quadrado (χ
2
) para comparação dos resultados dos 21 

exames parasitológicos de esfregaço de sangue e imprint de linfa e pele de orelha das 22 

regiões ungueais anterior e posterior (direito e esquerdo); b) método de Kruskal-Wallis 23 

para análise de variância. Havendo diferença significante, aplicou-se o teste de Dunn 24 

para comparação múltipla de grupos; c) teste U de Mann-Whitney para comparação 25 
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entre dois grupos; d) teste de correlação linear para avaliação da relação entre carga 1 

parasitária e o infiltrado de neutrófilos nos órgãos analisados. Adotou-se o nível de 2 

significância de p < 0,05. 3 

 4 

Resultado 5 

O estudo foi realizado com 69 cães adultos, machos e fêmeas, provenientes da 6 

Gerência de Zoonoses (GEZOON) e do Hospital Veterinário Universitário (HUV) da 7 

Universidade Federal do Piauí, de uma população de cães infectada da área endêmica de 8 

Teresina, com prevalência estimada de 19,27 casos/mil cães, no período de 1999 a 2009 9 

(GEZOON).  10 

Do total de 69 cães provenientes da GEZOON e HUV do município de Teresina-11 

PI, 63 animais foram soropositivos e seis animais foram negativos. Todos os animais 12 

positivos e negativos na sorologia foram submetidos a exame parasitológico, para 13 

confirmação do diagnóstico. De acordo com a avaliação clínica, os 69 animais foram 14 

classificados em três grupos: 1) polissintomáticos (PS), com 32 cães com mais de três 15 

sinais clínicos de LV, 2) Oligossintomáticos (OS), com 31 cães com até três sinais 16 

clínicos e 3) controles (C), constituído por seis cães, negativos para LV.  17 

A análise parasitológica (Tab. 1)  em todos os cães sorologicamente positivos 18 

revelou que em 65,1% (41/63) foram encontrados parasitos no linfonodo e 39,7% 19 

(25/63) foram positivos na pele, sendo que todos os animais positivos na pele também 20 

eram positivos no linfonodo. Dos 65,1% dos animais positivos no exame parasitológico, 21 

quando foram utilizadas diferentes amostras de material da pele (linfa, sangue e tecido), 22 

17,5% (11/63) foram positivos no imprint de linfa (Fig.1) (oito do grupo PS e três do 23 

grupo OS); 9,5% (6/63) foram positivos no esfregaço sanguíneo (Fig. 2) (todos do 24 

grupo PS) e 34,9% (22/63) foram positivos em biópsia de pele (Fig. 3) (17 do grupo PS 25 
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e cinco do grupo OS). Dos animais polissintomáticos, três foram positivos na linfa, no 1 

esfregaço sanguíneo e na biopsia de pele. Nesses animais foram encontradas 2 

leishmânias com maior frequência na orelha e com menor frequência na região ungueal. 3 

Verificou-se que a probabilidade de encontrar amastigotas em biópsia de pele foi 4 

significantemente maior que no imprint de linfa (p = 0,04, teste  χ
2
)e esfregaço 5 

sanguíneo (p = 0,00, teste χ
2
), porém não houve diferença (p = 0,29, teste χ

2
) em 6 

detectar amastigotas em imprint de linfa e esfregaço sanguíneo.  7 

A análise da carga parasitária realizada em 20 animais infectados e 6 (seis) 8 

controles, revelou que a mesma era significantemente maior nos animais 9 

polissintomáticos do que nos oligossintomáticos e controles, tanto na pele (p = 0,00, 10 

teste Kruskal Wallis e Studente Newman Keuls) (Fig.4), quanto no linfonodo (Fig. 5) (p 11 

= 0,00, teste de Kruskal Wallis e método de Dunn). 12 

Ao comparar a carga parasitária nos dois órgãos analisados verificou-se que 13 

havia maior número de amastigotas na pele do que no linfonodo, contudo a diferença 14 

não era significante. 15 

Em pele da orelha e linfonodo poplíteo foi realizado exame citológico específico 16 

para quantificar a presença de neutrófilos, além da carga parasitária já abordada em 17 

parágrafo anterior. Na pele da orelha dos animais infectados observou-se um maior 18 

número de neutrófilos que nos animais controles (P=0,00, teste de Mann-Whitney) (Fig. 19 

6). A análise comparativa entre os animais infectados revelou um número 20 

significantemente maior de neutrófilos nos animais polissintomáticos, do que nos 21 

animais oligossintomáticos (P=0,00, teste de Kruskal Wallis e Student Newman Keuls) 22 

(Fig.7). Verificou-se, ainda, que havia correlação entre a carga parasitária e a presença 23 

de neutrófilos (p = 0,00, r = 0,6, análise de Regressão Linear), nos animais infectados 24 

(Fig. 8). A análise realizada por grupos de animais infectados revelou que havia 25 
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correlação da carga parasitária e neutrófilos entre os animais polissintomáticos (p = 1 

0,01, r = 0,7, teste Regressão Linear) (Fig. 9), mas essa correlação não existia entre os 2 

animais oligossintomáticos. No linfonodo, à semelhança do que foi observado na pele, 3 

observou-se que a presença de neutrófilos era maior nos animais infectados do que nos 4 

controles (P= 0,00, teste de Mann-Whitney) (Fig.10); essa diferença era marcante, 5 

também, entre os animais polissintomáticos e oligossintomáticos (P= 9.37E-011, teste 6 

de Kruskal Wallis e Student-Newman Keuls) (Fig. 11). A carga parasitária no linfonodo 7 

estava correlacionada à presença de neutrófilos entre os animais infectados (p = 0,00, r 8 

= 0,6, teste Regressão Linear) (Fig. 12).  9 

A análise comparativa da carga parasitária em pele e neutrófilos em linfonodo, 10 

dos animais infectados, revelou que o número de parasitos na pele era maior quando 11 

havia presença de neutrófilos no linfonodo (p = 0,03, r = 0,5, teste Regressão Linear) 12 

(Fig.13).  13 

 Os achados clínicos encontrados em 20 animais infectados foram: linfadenopatia 14 

(70%), onicogrifose (70%), conjuntivite (50%), descamação furfurácea da pele (30%), 15 

alopecia (30%), emagrecimento (30%), ulceração da pele (20%), mucosas pálidas 16 

(20%), edema de membros (15%), despigmentação do focinho (10%) e epistaxe (5%). 17 

Verificou-se que quanto maior a carga parasitária no linfonodo, mais sinais clínicos os 18 

animais apresentavam (p = 0,00 r = 0,7, regressão linear) (Fig. 14). 19 

 Na análise histopatológica da pele da orelha de 10 animais infectados 20 

polissintomáticos foi observado um infiltrado inflamatório subepidérmico e perianexial 21 

difuso e focal, constituído por células mononucleares (macrófagos e linfócitos), com 22 

presença de neutrófilos (Fig. 15.) variando de intensidade média a severa e em alguns 23 

casos, em menor intensidade, em permeio ao infiltrado principal havia eosinófilos, 24 

plasmócitos e fibroblastos. Em três animais o infiltrado inflamatório era severo 25 
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atingindo a derme com acúmulos focais granulomatosos de células mononucleares (Fig. 1 

16). Nos animais oligossintomáticos foi observado infiltrado inflamatório 2 

subepidérmico e perianexial, constituído, também, por células mononucleares 3 

(macrófagos, linfócitos) e raros eosinófilos em intensidade variando de mínima a média 4 

(Fig. 17). Em apenas um animal foi observado presença de neutrófilos de localização 5 

subepidérmica, perianexial e perivascular, de intensidade média. Desse modo, 6 

constatou-se que o infiltrado inflamatório era mais intenso nos animais 7 

polissintomáticos do que nos oligossintomáticos. A análise semi-quantitativa revelou 8 

que os animais polissintomáticos tinham maior quantidade de neutrófilos que os animais 9 

oligossintomáticos (P = 0,00, teste de Kruskal Wallis e método de Dunn) (Fig. 18). Em 10 

linfonodo poplíteo observou-se, nos animais polissintomáticos, infiltrado inflamatório 11 

na capsula (Fig. 19) constituído por células mononucleares (linfócitos e macrófagos) e 12 

neutrófilos, de intensidade média a severa e fibroblastos, eosinófilos e plasmócitos em 13 

menor proporção. Cinco animais deste grupo apresentaram depleção de folículos e 14 

células da região paracortical (Fig. 20) e neutrófilos estavam presentes em todos os 15 

animais, distribuídos na cápsula e regiões cortical, medular e seios medulares. Foi 16 

evidenciado em dois cães macrófagos monomórficos com o citoplasma repleto de 17 

leishmânias (fig. 21) e presença de megacariócitos. Havia também em menor freqüência 18 

hiperplasia de folículos, cordões esplênicos e granulomas na região medular. Nos 19 

animais oligossintomáticos, o infiltrado inflamatório era da mesma natureza que os 20 

polissintomáticos, mas infiltrado neutrofílico foi observado em cinco animais, sendo 21 

três de intensidade média e dois de intensidade mínima. A análise semi-quantitativa 22 

revelou que os animais polissintomáticos apresentaram uma maior intensidade de 23 

neutrófilos no linfonodo quando comparado aos oligossintomáticos e cães controle (P 24 

=0,00, teste de Kruskal Wallis e método de Dunn) (Fig.22)    25 
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  1 

Discussão    2 

 3 

O diagnóstico de leishmaniose visceral canina continua a ser um desafio em áreas 4 

endêmicas. Diante da complexidade do problema não podemos ter como referência 5 

apenas um método, mas há necessidade de utilização dos métodos mais específicos e 6 

sensíveis, de baixo custo, fáceis de realizar e que possam proporcionar uma resposta 7 

rápida e segura e que, mesmo sem constituir o método principal, possam auxiliar na 8 

identificação de cães seguramente infectados. Os vários métodos disponíveis e 9 

recomendados oficialmente pelos órgãos de saúde (Brasil, 2006) apresentam limitações 10 

pelas grandes oscilações de sensibilidade e especificidade, observadas nas diferentes 11 

regiões onde estão sendo empregados. O diagnóstico padrão ouro para a identificação 12 

de animais infectados é o parasitológico, pois ao permitir a visualização de formas 13 

amastigotas do parasito em órgãos infectados como medula óssea, baço, linfonodo e 14 

pele (Maia;  Campino, 2008), definem com segurança que o animal está infectado. Em 15 

virtude da alta especificidade (100%), esse diagnóstico vem sendo utilizados em cães 16 

para comprovação da infecção (Barrouin-Melo et al., 2004; Silva et al., 2007).  17 

No presente estudo, procedeu-se ao exame parasitológico de cães com a 18 

utilização de diferentes amostras de material da pele e linfonodo poplíteo. Observou-se 19 

um maior número de animais positivos no linfonodo poplíteo (65,1%) que na pele 20 

(39,7%), muito embora em outros estudos a maior freqüência de animais positivos tenha 21 

sido observada na pele (Silva et al., 2007; Pinho, 2010). Essas diferenças podem estar 22 

sendo influenciada pelo status clínico do animal, pois é bem conhecido que os animais 23 

polissintomáticos apresentam maior parasitismo na pele (Queiroz et al., 2010), assim 24 

como pela habilidade do técnico responsável pela análise das lâminas (Maia; Campino, 25 
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2008).   A comparação do exame parasitológico em pele da orelha e da região ungueal 1 

demonstrou uma maior freqüência de amastigotas na orelha, conforme tem sido 2 

encontrado em outro estudo (Pinho, 2010).  3 

 A análise de diferentes amostras de material da pele (linfa, sangue e tecido) 4 

revelou que a maior probabilidade em encontrar amastigotas é em tecido (biópisia de 5 

pele) quando comparado à linfa e esfregaço sanguíneo, o que sugere que o vetor se 6 

infecta diretamente dos parasitas presentes na pele, muito embora uma parcela, menos 7 

expressiva, chegue pelo fluxo linfático e sanguíneo, contribuindo para a manutenção do 8 

parasitismo na pele por essas vias, como tem sido descrito (Dias et al., 1999). Apesar de 9 

menos expressivo, esse fluxo parece importante para aumentar o poder de transmissão 10 

do parasito para o vetor, considerando que os animais polissintomáticos, que têm maior 11 

capacidade de transmissão, apresentavam carga parasitária maior no linfonodo que os 12 

cães oligossintomáticos. Desse modo, confirmou-se que cães infectados albergam 13 

considerável quantidade de parasitas na pele, possibilitando a utilização desse órgão 14 

para a realização do diagnóstico parasitológico, o que é corroborado em outros estudos 15 

(Queiroz et al., 2011). Não foram encontrados dados na literatura que comparassem a 16 

presença do parasita na linfa e sangue periférico da pele. Os resultados deste estudo 17 

demonstraram que não há diferença na detecção de amastigotas na linfa e em esfregaço 18 

de sangue da pele, sendo inferior à detecção por meio de biópsia da pele. Em virtude 19 

desse resultado a biopsia de pele torna-se a melhor escolha diagnóstica.  20 

 Como já estabelecido, os animais polissintomáticos apresentaram maior 21 

parasitismo (Xavier et al., 2006), o que foi constatado, também, neste estudo, pois a 22 

carga parasitária tanto na pele quanto no linfonodo era significantemente maior nos 23 

animais polissintomáticos do que nos oligossintomáticos. Este fato é relevante, tendo 24 

em vista que mesmo diante da dificuldade do diagnóstico clínico de LV em área 25 
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endêmica, pois as alterações se confundem com as de outras doenças (Brasil, 2006), e 1 

mesmo com a baixa sensibilidade e especificidade do RIFI, o exame parasitológico de 2 

pele e linfonodo poplíteo, realizado em animais com mais de 4 (quatro) manifestações 3 

clínicas compatíveis com LV, que aumenta a probabilidade dos mesmos estarem 4 

infectados (Verçosa et al., 2008), mesmo sem a triagem inicial pela RIFI, podem retirar 5 

da área endêmica um grande número de animais, com a certeza de que os mesmos 6 

albergam o parasito na pele e/linfonodo e, portanto, representam risco epidemiológico 7 

de transmissão da doença.  8 

A comparação entre o parasitismo em linfonodo poplíteo e os sinais clínicos 9 

apresentados pelos cães, revelou uma correlação positiva, o que reflete o estado de 10 

progressão da doença e o aumento do risco de transmissão da infecção. Essa relação, 11 

também, tem sido observada entre o parasitismo da pele e a gravidade das 12 

manifestações clínicas (Queiroz et al., 2011), muito embora outros estudos não 13 

demonstraram essa correlação (Lima et al., 2004; Giunchetti et al., 2008). 14 

 Em estudos prévios realizados por nosso grupo verificou-se que em cães com 15 

manifestações clínicas de LV, quando poucas amastigotas foram observadas na pele, o 16 

infiltrado inflamatório era constituído principalmente por linfócitos e macrófagos, mas 17 

quando muitos parasitos estavam presentes, o infiltrado era, também, constituído por 18 

linfócitos e macrófagos, bem como por uma grande quantidade de neutrófilos (Verçosa 19 

et al., 2008). No presente estudo procuramos estabelecer uma relação entre a presença 20 

de neutrófilos no infiltrado inflamatório e a carga parasitária, tanto na pele quanto no 21 

linfonodo. 22 

 As análises citológica e histológica de pele e linfonodo demonstraram em 23 

animais polissintomáticos a presença de infiltrado inflamatório de maior intensidade, 24 

constituído por células mononucleares (linfócitos e macrófagos) e por neutrófilos. Essa 25 



35 

 

diferença, em relação a neutrófilos, ficou evidente na análise quantitativa e  semi-1 

quantitativa que revelou maior presença de neutrófilos no infiltrado inflamatório de pele 2 

e linfonodo dos animais polissintomáticos comparados aos oligossintomáticos e 3 

controles. Na leishmaniose visceral a atuação dos neutrófilos na imunopatogênese da 4 

doença ainda não está bem estabelecida (McFarlane et al., 2008). Sabe-se que 5 

neutrófilos tem capacidade de fagocitar Leishmania dependente ou independentemente 6 

da ativação do complemento, mas com capacidade limitada (Laufs et al., 2002). Em 7 

alguns estudos o neutrófilo parece ter papel protetor contra a infecção (Lima et al., 8 

1998; Rousseau et al., 2001; Ribeiro-Gomes et al., 2004; Chen et al., 2005), em outros 9 

parece ter efeito estimulador da infecção (Peruhype-Magalhães et al., 2005; Peters et al., 10 

2008; Gueirard et al., 2008; Peters; Sacks, 2009 ). Neste estudo observou-se correlação 11 

positiva entre a carga parasitária e a presença de neutrófilos em pele e linfonodo 12 

poplíteo. Constatou-se que quanto maior a presença de neutrófilos no linfonodo, maior 13 

era a presença de leishmânia na pele. Essa correlação era mais evidente nos animais 14 

polissintomáticos do que nos oligossintomáticos. Estes resultados sugerem que a 15 

presença de neutrófilos está contribuindo para a progressão da infecção. Neste sentido, 16 

cabe destacar que neutrófilos infectados com leishmânias são inábeis em destruir 17 

leishmânias quando não há formação de um fagolisossoma. Substâncias como os 18 

fosfoglicanos nesses compartimentos evitam sua degradação, além de suprimir o 19 

mecanismo de apoptose pelos neutrófilos, aumentando sua permanência dentro das 20 

células (Gueirard et al., 2008), o que tem sido evidenciado, também, em modelos 21 

experimentais (Aga et al., 2002). Cabe ressaltar que esses resultados diferentes na 22 

resposta de neutrófilos na modulação da infecção leishmaniótica, se deve, 23 

provavelmente, a diferentes modelos de estudo de infecção experimental e a 24 
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características próprias de cada espécie. Nas condições de infecção natural do cão, como 1 

demonstrado neste estudo, neutrófilos estão associados à progressão da infecção.   2 

 Tomando por base a carga parasitária e as características do infiltrado 3 

inflamatório, na presença de neutrófilos, podemos especular que a análise de um 4 

esfregaço de linfonodo pode nos indicar o risco epidemiológico potencial de um cão em 5 

transmitir o parasito ao vetor, tendo em vista que na presença de poucos neutrófilos no 6 

esfregaço a carga parasitária é baixa na pele. Ao contrário, na presença de muitos 7 

neutrófilos no esfregaço de linfonodo, a carga parasitária é alta na pele. 8 
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Figuras 1 

Fig. 1 2 

Figura 1: Imprint de linfa de orelha de cão naturalmente infectado por Leishmania 3 

(Leishmania) chagasi. Presença de formas amastigotas de Leishmania. Coloração: 4 

Giemsa. Aumento: 100x 5 

Fig. 2 6 

Figura 2: Esfregaço de sangue de orelha de cão naturalmente infectado por Leishmania 7 

(Leishmania) chagasi. Presença de formas amastigotas de Leishmania. Coloração: 8 

Giemsa. Aumento: 100x 9 

Fig. 3 10 

Figura 3: Imprint de tecido de orelha de cão naturalmente infectado por Leishmania 11 

(Leishmania) chagasi. Presença de formas amastigotas de Leishmania. Coloração: 12 

Giemsa. Aumento: 100x 13 

Fig. 4 14 

Figura 4: NÃO TEM 15 

Fig. 5 16 

Figura 5: Análise quantitativa da carga parasitária em linfonodo poplíteo de cães 17 

polissintomáticos e oligossintomáticos naturalmente infectados por Leishmania 18 

(Leishmania) chagasi e de cães contorles. *p= 0.000393 (teste de Kruskal Wallis e 19 

método de Dunn).  20 

Fig. 6 21 
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Figura 6: Análise quantitativa da presença de neutrófilos em pele de orelha de cães 1 

naturalmente infectados por Leishmania (Leishmania) chagasi e de cães contorles. *p=  2 

0,00 (teste de Mann-Whitney).   3 

Fig. 7 4 

Figura 7: Análise quantitativa da presença de neutrófilos em pele de orelha de cães 5 

polissintomáticos e oligossintomáticos naturalmente infectados por Leishmania 6 

(Leishmania) chagasi e de cães contorles. *p= 0,00 (teste de Kruskal Wallis e Student 7 

Newman Keuls).   8 

Fig. 8 9 

Figura 8: correlação entre a carga parasitária e a presença de neutrófilos em pele de 10 

orelha de 20 cães naturalmente infectados por Leishmania (Leishmania) chagasi. p = 11 

0,005 (Regressão Linear). 12 

Fig. 9 13 

Figura 9: correlação entre a carga parasitária e a presença de neutrófilos em pele de 14 

orelha de 10 cães polissintomáticos naturalmente infectados por Leishmania 15 

(Leishmania) chagasi. p = 0,01 (Regressão Linear). 16 

 Fig. 10 17 

Figura 10: Análise quantitativa da presença de neutrófilos em linfonodo poplíteo de 18 

cães naturalmente infectados por Leishmania (Leishmania) chagasi e de cães contorles. 19 

*p=  0,00 (teste de Mann-Whitney)   20 

Fig. 11 21 

Figura 11: Análise quantitativa da presença de neutrófilos em linfonodo poplíteo de 22 

cães polissintomáticos e oligossintomáticos naturalmente infectados por Leishmania 23 
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(Leishmania) chagasi e de cães contorles. *p= 9.37E-011 (teste Kruskal Wallis e 1 

método Student-Newman-Keuls) 2 

Fig. 12 3 

Figura 12: correlação entre a carga parasitária e a presença de neutrófilos em linfonodo 4 

poplíteo de 20 cães naturalmente infectados por Leishmania (Leishmania) chagasi. p = 5 

0,0027 (Regressão Linear). 6 

Fig. 13 7 

 Figura 13: correlação entre a carga parasitária de pele de orelha e a presença de 8 

neutrófilos em linfonodo poplíteo de 20 cães naturalmente infectados por Leishmania 9 

(Leishmania) chagasi. p = 0,0300 (Regressão Linear). 10 

Fig. 14 11 

 Figura 14: correlação entre sinais clínicos e a carga parasitária em linfonodo poplíteo 12 

de 20 cães naturalmente infectados por Leishmania (Leishmania) chagasi. p = 0,00  13 

(Regressão Linear). 14 

Fig. 15 15 

Figura 15: Pele de orelha de cão naturalmente infectado por Leishmania (Leishmania) 16 

chagasi. Infiltrado inflamatório com presença de neutrófilos. Coloração H-E 40X   17 

Fig. 16 18 

Figura 16: Pele de orelha de cão naturalmente infectado por Leishmania (Leishmania) 19 

chagasi. Granuloma. Coloração H-E 40X   20 

Fig. 17 21 



46 

 

Figura 17: Pele de orelha de cão naturalmente infectado por Leishmania (Leishmania) 1 

chagasi.Infiltado inflamatório mononuclear, ausência de neutrofilos. Coloração H-E 2 

20X 3 

Fig. 18 4 

Figura 18: Análise semi-quantitativa da intensidade da presença de neutrófilos em pele 5 

de orelha (mediana de escores e intervalo entre percentis 25 e 75) de cães 6 

polissintomáticos e oligossintomáticos naturalmente infectados por Leishmania 7 

(Leishmania) chagasi e de cães controles não infectados. *p= 0,00109 ( teste de Kruskal 8 

Wallis e método de Dunn) 9 

Fig. 19 10 

Figura 19: Linfonodo de cão naturalmente infectado por Leishmania (Leishmania) 11 

chagasi. Infiltado inflamatório na capsula constituído por células mononucleares 12 

(linfócitos e macrófagos) e neutrófilos. Coloração H-E 10X 13 

Fig. 20 14 

Figura 20: Linfonodo de cão naturalmente infectado por Leishmania (Leishmania) 15 

chagasi. Depleção de células na região paracortical. Coloração H-E 20X 16 

Fig. 21 17 

Figura 21: Linfonodo de cão naturalmente infectado por Leishmania (Leishmania) 18 

chagasi. Presença de macrófagos monomórficos com o citoplasma repleto de 19 

leishmânias. Coloração H-E 100X 20 

Fig. 22 21 

Figura 22: Análise semi-quantitativa da intensidade da presença de neutrófilos em 22 

linfonodo poplíteo (mediana de escores e intervalo entre percentis 25 e 75) de cães 23 
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polissintomáticos e oligossintomáticos naturalmente infectados por Leishmania 1 

(Leishmania) chagasi e de cães controles não infectados. *p= 0.000928 (teste de 2 

Kruskal Wallis e método de Dunn) 3 
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Figura 2. 
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Figura 3. 
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Figura 4. 
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Figura 5. 
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Figura 7. 

Figura 8. 
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Figura 9. 
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Figura 15. 
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Figura 16. 
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Figura 17. 
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Figura 18. 
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Figura 19. 
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Figura 20. 
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Figura 21. 
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Figura 22. 
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3. CONCLUSÕES GERAIS 

Os resultados permitem as seguintes conclusões: 

1. Amastigotas são detectadas em maior número de animais em aspirado de linfonodo;  

2. A maior probabilidade em encontrar amastigotas é na pele, pois a carga parasitária é 

maior; 

3. Os vetores se infectam, em maior proporção, dos parasitos presentes na pele e em 

menor proporção, dos parasitos que chegam pelo fluxo linfático e sanguíneo; 

4. A presença de neutrófilos está associada a uma carga parasitária maior; 

5. O risco do cão transmitir a infecção ao vetor está relacionada à presença de 

neutrófilos no infiltrado inflamatório de linfonodo, pois o número de parasitos na 

pele é maior quando há presença de neutrófilos no linfonodo; 

6. Quanto maior a carga parasitária no linfonodo mais intensa é a gravidade das 

manifestações clínicas; 

7. O exame citológico do linfonodo poplíteo pode ser usado para avaliar o risco 

epidemiológico do cão no ciclo infeccioso da LV. 
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Apêndice 1 

FICHA PARA EXAME CLÍNICO 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Identificação 

Animal nº ____________ 

Sexo: Macho (  ) Fêmea (  ); Cor: _______________________ 

Peso: _________Kg; Idade: __________________ 

Procedência: _______________________________________ 

Diagnóstico: Sorológico ___________ Parasitológico________ 

Cultura _________________ 

Exame clínico 

Emagrecimento: Sim (  ) Não (  ) Alopecia: Sim (  ) Não (  ) 

Descamação furfurácea na pele (seborréia): Sim (  ) Não (  ) Queratite: Sim (  ) Não (  ) 

Lesões na pele: Sim (  ) Não (  ) 

  - Localização: Focinho (  ) Orelha (  ) Extremidades (   ) Outros _______________ 

Ulcerações na pele: Sim (  ) Não (  ) 

  - Localização: Focinho (  ) Orelha (  ) Extremidades (   ) Outros _______________ 

Despigmentação no focinho: Sim (  ) Não (  ) 

Nódulos Subcutâneos: Sim (  ) Não (  ) Onicogrifose: Sim (  ) Não (  ) Conjuntivite: Sim (  ) Não (  ) 

Edema: Sim (  ) Não (  ) Apatia: Sim (  ) Não (  ) 

Febre: Sim (  ) Não (  ) Mucosas pálidas: Sim (  ) Não (  ) 

Coriza: Sim (  ) Não (  ) Tosse: Sim (  ) Não (  ) Epistaxe: Sim (  ) Não (  ) Espirro: Sim (  ) Não (  ) 

Dispnéia: Sim (  ) Não (  ) Incoordenação motora: Sim (  ) Não (  ) 

Hiperestesia: Sim (  ) Não (  ) 

Paresia do trem posterior: Sim (  ) Não (  ) 

Fezes sanguinolentas: Sim (  ) Não (  ) Diarréia: Sim (  ) Não (  ) 

Linfonodos superficiais aumentados: Sim (  ) Não (  ) Qual? _______________________ 

 

 

 

Exame de necropsia 

Linfonodos mesentéricos aumentados: Sim (  ) Não (  ) 

Baço aumentado: Sim (  ) Não (  ) Fígado aumentado: Sim (  ) Não (  )  

Observações:_________________________________________________________________________________

____________________________________________________________________________________________

_____________________________________________ 
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