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Resumo
A leishmaniose canina (CanL) é uma zoonose causada pelo
protozoário da espécie Leishmania infantum. O baço e os
linfonodos sofrem alterações morfológicas durante o CanL. Esta
pesquisa teve como objetivo realizar um estudo
anatomopatológico e imuno-histoquímico desses órgãos em
cães reativos para leishmaniose aos testes de Imunoensaio
Cromatográfico “Dual Path Platform” (DPP®) e Ensaio de
Imunoabsorção Enzimática (ELISA). Vinte e sete cães foram
avaliados ao exame anatomopatológico, com 92,6% exibindo
alterações à avaliação macroscópica, especialmente
esplenomegalia e linfadenomegalia. Todos os cães
apresentaram alterações no baço não relacionadas à carga
parasitária, sendo a esplenite granulomatosa a alteração mais
grave. Hiperplasia cortical e paracortical difusa e hiperplasia e
hipertrofia dos cordões medulares foram observadas nos
linfonodos. Formas amastigotas de Leishmania spp. foram
encontradas no baço e linfonodo às avaliações histopatológica
e imuno-histoquímica, com boa concordância entre os métodos
(k = 0,55, p = 0,00124), mas não foi observada diferença na
intensidade parasitária entre esses órgãos à imuno-
histoquímica (p = 0,23). Conclui-se que baço e linfonodo de cães
reativos para leishmaniose aos testes DPP® e ELISA apresentam
alterações histomorfológicas decorrentes da doença,
independente da carga parasitária, assim como esses órgãos
apresentam carga parasitária semelhante ao método imuno-
histoquímico.
Palavras-chave: amastigota; histopatologia; imunocoloração;
Leishmania spp.; tecido linfoide
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protozoan of the species Leishmania infantum. The spleen and
lymph nodes undergo morphological changes during CanL. This
research aimed to perform an anatomopathological and
immunohistochemical study of these organs in dogs reactive to
leishmaniasis in the Dual-path Platform chromatographic
immunoassay (DPP®) and Enzyme Immunoabsorption Assay
(ELISA). Twenty-seven dogs were evaluated for
anatomopathological examination with 92.6% showing changes
at gross evaluation, specially splenomegaly and
lymphadenomegaly. All dogs showed changes in the spleen
unrelated to the parasitic load, with granulomatous splenitis
being the most severe change. Diffuse cortical and paracortical
hyperplasia, and hyperplasia and hypertrophy of the medullary
cords were observed in the lymph node. Amastigote forms of
Leishmania spp. were found in the spleen and lymph node at
histopathological and immunohistochemical evaluations, with
good agreement between these evaluations (k = 0.55, p =
0.00124), but no difference was observed in the parasitic
intensity of these organs at immunohistochemistry (p = 0.23). It
was concluded that spleen and lymph node from dogs reactive
to leishmaniasis on the DPP® and ELISA tests show
histomorphological changes resulting from the disease,
independent to the parasitic load, as well as these organs show
similar parasitic load at immunohistochemical test.
Keywords: amastigote; histopathology; immunostaining;
Leishmania spp.; lymphoid tissue

Introdução

A leishmaniose canina (CanL) é uma doença sistêmica e zoonótica (1,2). O parasito causa-
dor da doença é transmitido principalmente pela picada de flebotomíneos infectados,
que no Brasil são representados pelas espécies Lutzomyia longipalpis(3) e Lutzomyia cru-
zi(1), transmitindo o protozoário da espécie Leishmania infantum(4). O cão (Canis
familiaris) desempenha papel importante na manutenção da doença, pois atua como
reservatório doméstico para a leishmaniose visceral (LV) em áreas urbanas (1,4,5).
Esses protozoários são parasitos intracelulares que infectam células do sistema mono-
nuclear fagocítico no hospedeiro vertebrado(6), e se disseminam principalmente para os
linfonodos, baço, medula óssea e fígado(7). Os sinais clínicos da doença resultam da in-
teração do parasito com o sistema imune do hospedeiro, e cães suscetíveis à infecção
desenvolvem sintomatologia clínica devido à acentuada resposta imune celular e hu-
moral contra o parasito(8,9).
A CanL é uma doença progressiva, que causa reação inflamatória crônica, composta
por macrófagos, plasmócitos e linfócitos(10,11), com remodelação e reparo tecidual(11).
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Cães acometidos comumente desenvolvem linfadenomegalia(10,12), esplenomegalia, he-
patomegalia, anemia, e lesões cutâneas(12). O baço e os linfonodos estão entre os
órgãos mais afetados na CanL, pois participam de respostas imunes específicas(13,14),
sendo sítios onde ocorre apresentação de antígenos(14,15).
O baço é um órgão linfoide que influencia diretamente o resultado da infecção(16). A
polpa branca é dividida em bainha linfática periarteriolar (BLPA), folículos linfoides no-
dulares (FLN) e zona marginal (ZM). Na BLPA predominam linfócitos T e nos FLN
linfócitos B(17). A estrutura do tecido linfoide esplênico permite a movimentação e a di-
ferenciação de linfócitos envolvidos nas respostas imunes, e possibilita a localização
ideal das células de memória para resposta a antígenos. Entre as alterações esplênicas
na CanL estão atrofia folicular, redução das delimitações do tecido linfoide(18), hiperpla-
sia e hipertrofia celular, reação inflamatória granulomatosa, alta infestação parasitária
e fibrose(14).
Os linfonodos também são acometidos na CanL(14) e a linfadenomegalia é um sinal clíni-
co comum(11). De suas três porções, a região cortical possui folículos linfoides com
predomínio de células B; a paracortical não possui folículos e é composta por linfócitos
T; e a medular contém cordões medulares e linfócitos B. Ainda, todas as regiões podem
apresentar células reticulares, raros plasmócitos e macrófagos(19). Linfonodos de cães
com CanL exibem hiperplasia e hipertrofia das regiões cortical e medular, inflamação
granulomatosa(7,20) e fibrose(21).
Considerando a participação do baço e dos linfonodos na resposta imune da CanL, este
estudo teve como objetivo realizar estudo histomorfológico e imuno-histoquímico do
baço e linfonodo de cães reativos para leishmaniose aos testes Dual Path Platform
(DPP®) e ensaio de imunoabsorção enzimática (ELISA).

Material e Métodos

Esta pesquisa foi aprovada pela Comissão de Ética no Uso de Animais da Universidade
Federal de Goiás (CEUA/UFG), Goiânia, GO, Brasil, sob protocolo número 061/19. Foram
utilizados 27 cães reagentes para leishmaniose aos testes imunocromatográfico rápido
Dual Path Platform (DDP® - Bio-Manguinhos, Rio de Janeiro, Brasil) e ensaio de imuno-
absorção enzimática (ELISA), provenientes da rotina de vigilância epidemiológica para
LVC realizada pela Diretoria de Vigilância em Zoonoses do Município de Goiânia (DVZ),
GO, Brasil. Conforme recomendado pelo Ministério da Saúde, após positividade aos
testes DPP® e ELISA e consentimento de seus respectivos tutores, os cães foram sub-
metidos à eutanásia e encaminhados ao Setor de Patologia Animal da Escola de
Veterinária e Zootecnia da UFG, (SPA/EVZ/UFG), Goiânia, GO, para exame anatomopa-
tológico.
Para a tabulação dos dados epidemiológicos foram consideradas as variáveis sexo, ida-
de e raça. Quanto a idade os animais foram classificados em jovens (até dois anos de
idade), adultos (de três a sete anos de idade) ou idosos (acima de oito anos de idade) e,
quanto à raça foram divididos em sem raça definida (SRD) e com raça definida (CRD),
conforme informações cedidas pela DVZ. Variáveis relacionadas aos sinais clínicos de
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CanL também foram consideradas na avaliação macroscópica, incluindo onicogrifose,
alopecia, descamação, úlcera oral, úlcera nasal(22,23) e escore corporal (escala de 1 a 5
pontos: 1- caquético, costelas visíveis, sem cobertura de gordura, apresentando proe-
minências ósseas palpáveis, evidente recuo abdominal com perda de massa muscular;
2 - baixo escore corporal, animais magros, costelas facilmente palpáveis com cobertura
mínima de gordura, proeminências ósseas facilmente palpáveis, recuo abdominal visí-
vel na região do flanco e gordura abdominal mínima; 3 - corpo médio, escore ideal,
costelas palpáveis com pequena camada de gordura, recuo abdominal bem proporcio-
nado e camada mínima de gordura abdominal; 4 - excesso de peso, costelas difíceis de
serem palpadas commoderada cobertura de gordura, recuo abdominal mínimo ou au-
sente, abdômen arredondado com moderada cobertura de gordura, 5- obesidade,
difícil palpação de costelas, acentuados depósitos de gordura, abdômen distendido
com depósitos de gordura exagerados e depósitos de gordura na região lombar, face e
membros(24). De acordo com as lesões externas e internas na avaliação macroscópica,
os cães foram classificados como assintomáticos ou sintomáticos(17).
Alterações relacionadas à esplenomegalia e linfadenomegalia (regional ou generaliza-
da) também foram avaliadas no exame necroscópico. Avaliações histomorfológica e
imunohistoquímica foram realizadas nas amostras de baço e linfonodo axilar fixadas
em formalina tamponada neutra a 10% por 48 horas(22) e, sequencialmente, mantidas
em álcool 70% até o processamento histológico e inclusão em parafina.
Avaliação histopatológica
Dos blocos parafinados contendo amostras de baço e linfonodo foram confeccionados
cortes histológicos à espessura de 5 µm, os quais distendidos sobre lâminas histológi-
cas e corados por hematoxilina e eosina (HE)(22).
No baço foram consideradas a organização estrutural do tecido linfoide e a formação
de granuloma, conforme adaptado de Silva et al.(25). Para isso, atribuíram-se os escores
zero (0 - organizado), com folículos linfoides apresentando todas as regiões estruturais
desenvolvidas e delineadas, incluindo bainha linfocitária periarteriolar distinta, centro
germinativo, zona do manto e zona marginal; um (1 - ligeiramente desorganizado),
quando havia folículos linfoides com redução na definição de uma região ou discreta
desorganização de qualquer estrutura do nódulo linfático, e discreta hiperplasia ou ra-
refação da polpa branca; dois (2 - moderadamente desorganizado), com polpa branca
evidente, porém, com regiões pobremente definidas ou indistintas, e moderada hiper-
plasia linfoide; três (3 - acentuadamente desorganizado), tecido linfoide indistinto ou
pouco diferenciado da polpa vermelha, com fibroplasia e acentuada hiperplasia folicu-
lar; e quatro (4 - granulomas bem definidos), em amostras com o tecido linfoide
acentuadamente desorganizado, com limites estabelecidos pela proliferação de fibrose
e células epitelioides.
As amostras esplênicas classificadas com escores três e quatro foram submetidas à co-
loração de Tricrômico de Masson, visando identificar e delimitar a formação da fibrose
no parênquima esplênico. Também no baço foram consideradas as variáveis espessura
da cápsula esplênica, periesplenite de acordo com o tipo do infiltrado inflamatório, he-
mossiderose, hematopoiese extramedular e macrófagos parasitados por formas
amastigotas de Leishmania spp.
Na avaliação do linfonodo foram adotados os critérios adaptados de Toplu and Aydo-
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gan(26), sendo consideradas as variáveis hiperplasia difusa cortical e paracortical; hiper-
plasia folicular com centro germinativo reativo em região cortical; hiperplasia e
hipertrofia de macrófagos em seios subcapsulares e medulares; hiperplasia e hipertro-
fia dos cordões medulares; espessamento capsular; tipo de infiltrado inflamatório
capsular; presença ou ausência de macrófagos com formas amastigotas de Leishmania
spp.; e edema em cordões e seios.
Avaliação imuno-histoquímica (IHQ)
Para a análise imuno-histoquímica, cortes histológicos de 4 µm foram dispostos em lâ-
minas histológicas silanizadas (StarFrost®) e submetidos a desparafinização em xilol e
reidratação em concentrações decrescentes de etanol. A recuperação antigênica foi re-
alizada em tampão de citrato de sódio, pH 6,0, a 95 °C, por 30 minutos, em banho-
maria. A peroxidase endógena foi bloqueada por imersão das secções em peróxido de
hidrogênio a 30% e água destilada na proporção de 1:10, por 10minutos. Para bloqueio
de ligações inespecíficas às proteínas, as secções foram incubadas em reagente back-
ground block (Cell Marque, Rocklin, CA), por 12 minutos, em temperatura ambiente. Em
seguida, os cortes foram incubados por 18 h, em temperatura entre 2-8 °C, com anti-
corpo policlonal anti-Leishmania, diluído à concentração de 1:1000 em diluente de
anticorpo (Diamond; Cell Marque, Rocklin, CA). Para a amplificação dos sinais foi utiliza-
do o kit HiDef Detection HRP Polymer System, em duas etapas, com a incubação
sequencial de HiDef Detection™ Amplifier (Mouse e Rabbit), seguida de HiDef Detecti-
on™ HRP Polymer Detector (HiDef Detection HRP Polymer System; Cell Marque,
Rocklin, CA). Para a visualização das formas amastigotas de Leishmania spp. foi utilizado
o cromógeno DAB diluído em água destilada e ureia, de acordo com as recomendações
do fabricante. As amostras foram contracoradas com hematoxilina de Harris, desidra-
tadas em etanol absoluto, clarificadas em xilol e cobertas com resina sintética e
lamínula histológica. Como controle positivo da reação foram utilizadas duas amostras
de tecido canino acentuadamente parasitadas com formas amastigotas de Leishmania
spp.
Para a avaliação da intensidade parasitária, os macrófagos com formas amastigotas de
Leishmania spp. foram contados em cinco campos commaior densidade de células pa-
rasitadas, à ampliação de 40x e auxílio de uma grade óptica de 1 mm2 e um contador
manual de células. Em seguida, para cada animal foi obtida a média de macrófagos pa-
rasitados em cinco campos e atribuídos os escores de intensidade parasitária, a saber:
ausente (quando não observadas formas amastigotas), discreto a moderado (0,2 a 10
macrófagos parasitados), e acentuado (mais de 10 macrófagos parasitados)(22).
Análise estatística
Para as variáveis sexo, idade, raça, classificação clínica e alterações histomorfológicas
do baço e linfonodo foi empregada estatística descritiva. Para a análise de concordân-
cia quanto ao número de casos positivos aos exames histopatológico e imuno-
histoquímico foi utilizado o teste não paramétrico Kappa, ao nível de significância de
5%, sendo, em seguida, aplicado o escore excelente (0,8 < k ≤ 1), muito bom (0,6 < k ≤
0,8), bom (0,4 < k ≤ 0,6), razoável (0,2 < k ≤ 0,4) ou péssimo (k ≤ 0,2), para determinar o
grau de concordância entre os exames. Para a comparação da intensidade parasitária
entre baço e linfonodo foi aplicado o teste de Mann-Whitney, considerando o nível de
significância de 5%. Para isso, foram utilizadas planilhas eletrônicas Excel 2016 e o
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software R, incluindo as bibliotecas “irr” e “stats”.

Resultados

Entre os 27 cães reativos para leishmaniose nos testes DPP® e ELISA, 51,9% (n = 14) dos
animais eram jovens, 25,9% (n = 7) adultos e 22,2% (n = 6) idosos. Em relação ao sexo,
66,7% (n = 18) eram fêmeas e 33,3% (n = 9) machos. Além disso, 51,9% (n = 14) eram
cães de raça pura e 48,1% (n = 13) sem raça definida. À avaliação macroscópica 77,8%
(n=21) dos cães apresentaram descamação cutânea, 55,5% (n=15) onicogrifose e 48,1%
(n=13) alopecia. Além disso, um cão apresentou úlcera nasal e outro úlcera oral, o que
representa 3,7% para cada uma dessas alterações. Para a variável escore corporal,
14,8% (n=4) dos animais apresentaram baixo escore corporal, 51,8% (n=14) médio es-
core corporal e 11,1% (n=3) discreto sobrepeso. O escore corporal não foi estabelecido
em seis animais. De acordo com as lesões à avaliação macroscópica, 7,4% (n = 2) dos
cães foram assintomáticos e 92,6% (n = 25) sintomáticos.
À avaliação macroscópica 81,5% (n = 22) dos animais apresentavam esplenomegalia e
22,2% (n = 6) algum grau de nodulação esplênica (Figura 1). Além disso, 63,0% (n = 17)
dos cães apresentaram linfadenomegalia generalizada, um cão apresentou linfadeno-
megalia axilar e outro linfadenomegalia axilar e mandibular.
Avaliação histopatológica
A avaliação histomorfológica das amostras esplênicas evidenciou 100% (n = 27) dos
cães com algum grau de desorganização da arquitetura do baço (Tabela 1) e, entre es-
tes, 18,5% (n = 5) desenvolveram granulomas com evidência de fibrose confirmada à
coloração de Tricrômico de Masson (Figura 1).
Acrescente-se que, 55,6% (n = 15) dos animais apresentaram periesplenite com
celularidade variada (Tabela 1), 66,6% (n = 18) espessamento da cápsula esplênica
(Figura 2) e 88,8% (n = 24) hematopoiese extramedular, caracterizada pela evidenciação
de megacariócitos no parênquima esplênico. Além disso, 92,6% (n = 25) dos cães
apresentavam algum grau de hemossiderose esplênica e em 14,8% (n = 4) havia
macrófagos esplênicos parasitados por Leishmania spp. (Figura 2). Duas das cinco
amostras classificadas ao escore quatro exibiram formas amastigotas de Leishmania
spp. no citoplasma de macrófagos.
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Tabela 1. Escores de desorganização do tecido linfoide esplênico e periesplenite no
baço de cães reagentes para leishmaniose aos testes DPP® e ELISA

As alterações histomorfológicas no linfonodo incluíram hiperplasia cortical e paracorti-
cal difusa (96,3%, n = 26), hiperplasia folicular com centro germinativo reativo na região
cortical (55,6%, n = 15), hiperplasia e hipertrofia de macrófagos no seio subcapsular
(70,3%, n = 19), hiperplasia e hipertrofia de macrófagos medulares (88,9%, n = 24) e hi-
perplasia e hipertrofia dos cordões medulares (100%, n = 27). Além disso, 22,2% (n = 6)
dos linfonodos apresentaram espessamento capsular devido à fibrose e 85,2% (n = 23)
espessamento devido à fibrose e infiltrado inflamatório capsular. Entre aqueles com
infiltrado capsular, 59,3% (n = 16) eram do tipo linfoplasmocítico e 25,9% (n=7) do tipo
linfoplasmocítico e macrofágico. Ainda, 18,5% (n = 5) dos linfonodos apresentavamma-
crófagos com formas amastigotas de Leishmania spp. e 40,7% (n=11) edema de cordões
e seios. A Figura 3 ilustra as principais alterações histomorfológicas no linfonodo de
cães reativos para leishmaniose aos testes DPP® e ELISA.

Parâmetros Frequência %

Escores de desorganização do tecido linfoide esplênico 27 100.0

Escore 0 0/27 0.0

Escore 1 fev.-27 7.4

Escore 2 14/27 51.9

Escore 3 jun.-27 22.2

Escore 4 mai.-27 18.5

Periesplenite 15/27 55.6

Linfócitos, plasmócitos e macrófagos dez.-27 44.4

Linfócitos, plasmócitos e macrófagos com amastigotas fev.-27 7.4

Linfócitos e plasmócitos jan.-27 3.7
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À técnica de IHQ foi constatada variada imunomarcação das formas amastigotas da
Leishmania spp. nas amostras de baço e linfonodo dos cães reagentes para leishmani-
ose aos testes DPP® e ELISA (Figura 4), havendo 22,2% (n=6) de imunomarcação
esplênica e 37,0% (n=10) no linfonodo.
A análise de concordância quanto ao número de casos positivos aos exames histopato-
lógico (n = 5, maior número de amostras positivas entre o baço e linfonodo) e imuno-
histoquímico (n = 10, maior número de amostras entre baço e linfonodo) mostrou boa
concordância (k = 0,55; p = 0,00124). A avaliação da intensidade parasitária no baço e
linfonodo pela técnica de IHQ mostrou animais com escores ausente, discreto a mode-
rado e acentuado. Além disso, a comparação da intensidade parasitária não diferiu
entre baço e linfonodo à avaliação imuno-histoquímica (p = 0,23) (Tabela 2).
Os dados referentes à classificação dos escores de desorganização do tecido linfoide e
intensidade parasitária na técnica de imunohistoquímica estão descritos na Tabela 3.

Figura 3. Fotomicrografia do linfonodo de cães reativos aos testes CanL para
DPP® e ELISA. A) Hiperplasia cortical e paracortical difusa. HE. B) Espessamento
capsular por fibrose (seta) e infiltr ado inflamatório (asterisco). Tricrômico de
Masson. C) Infiltrado inflamatório capsular (seta). HE. D) Formas amastigotas de
Leishmania spp. no citoplasma de macrófagos (seta) na região cortical do septo
interfolicular. HE.
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Tabela 2. Distribuição dos escores e comparação dasmédias da intensidade parasitária
no baço e linfonodo pela técnica de IHQ

n – número de amostras; % - porcentagem; Média – de intensidade parasitária; As médias seguidas pela
mesma letra não diferem estatisticamente entre si.

Figura 4. Fotomicrografias do baço e linfonodo de cães reativos para
leishmaniose aos testes DPP® e ELISA. Imunocoloração de formas amastigotas
de Leishmania spp. no citoplasma de macrófagos do baço (setas) (A) e linfonodo
(setas) (B). IHC, anti-Leishmania.

Órgão Intensidade
Parasitária n % Média (p=0,23)

Baço

Ausente 21/27 77.8

1.44aDiscreto a moderado abr.-27 14.8

Acentuado fev.-27 7.4

Linfonodo

Ausente 17/27 63.0

3.55aDiscreto a moderado ago.-27 29.6

Acentuado fev.-27 7.4
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Tabela 3. Escores de desorganização do tecido linfoide e frequência da intensidade do
parasita

Discussão

Vinte e quatro dos 27 cães reativos para CanL aos testes DDP® e ELISA eram sintomáti-
cos, os quais apresentaram principalmente descamação esfoliativa, onicogrifose e
alopecia. Estudos também mostraram que as lesões comuns na CanL(22,23) incluem oni-
cogrifose(12) (Cavalcanti et al., 2015) e lesões cutâneas como descamação esfoliativa,
úlceras e alopecia(27), além de baixo escore corporal(7,10), este último não observado na
maioria dos animais deste estudo. Assim, fatores como a resposta individual à doença
e o grau de desenvolvimento das lesões sistêmicas podem mediar diretamente a pro-
gressão do CanL e refletir na perda de peso dos animais afetados. Esplenomegalia(12) e
linfadenomegalia(7,10) também são descritos na maioria dos cães desta pesquisa.
Alterações nos tecidos linfoides são frequentes nas infecções por Leishmania spp.,
como o baço, que desempenha papel importante na CanL, pois possui componentes
da resposta imune e atua na interação com o parasito, o que reflete alterações morfo-
lógicas(16), conforme observado no baço dos animais desta pesquisa. Essas alterações
incluem principalmente algum grau de desorganização da microestrutura do tecido lin-
foide devido a reações imunológicas contra o parasito(25).
Todos os animais deste estudo exibiram algum grau de desorganização estrutural es-
plênica, apresentando moderada desorganização do tecido linfoide na maioria dos
casos, com regiões foliculares pouco evidentes ou hiperplasia de folículos linfoides. Ao
mesmo tempo, casos com formação de granulomas bem definidos em associação ou
não a formas amastigotas de Leishmania spp. foram observados, sem relação entre es-
sas alterações e a presença ou intensidade do parasita. Nesse contexto, Santana et
al.(16) e Silva et al.(25) também descreveram alterações esplênicas em cães com CanL, in-
cluindo atrofia ou hiperplasia do folículo linfoide, resultando na perda de definição das
regiões foliculares. Por outro lado, alguns autores têm descrito a formação de granulo-
mas frequentemente associada a carga parasitária(12,16).

Escore Frequência de casos
positivos (%)

Discreto a moderado
(%) Acentuado (%)

0 0/27 (0) 0 (0) 0 (0)

1 0/27 (0) 0 (0) 0 (0)

2 3/27 (11.1) 2 (7.4) 1 (3.7)

3 1/27 (3.7) 1 (3.7) 0 (0)

4 2/27 (7.4) 1 (3.7) 1 (3.7)
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A desorganização da arquitetura esplênica foi descrita em animais positivos para testes
sorológicos e negativos para testes parasitológicos na investigação de CanL, sugerindo
que a causa desse achado pode estar relacionada à resposta inflamatória prolongada
no baço, com consequente redução da carga parasitária(11,28). Ademais, um estudo que
avaliou ratos infectados com Leishmania donavani, evidenciou alterações esplênicas es-
timuladas por altos níveis do fator de necrose tumoral (TNF), sem associação à carga
parasitária(29). Embora não se tenha avaliado o TNF nesta pesquisa, pondera-se que
essa hipótese possa justificar o fato de que todos os cães apresentaram alterações es-
plênicas, independente da presença ou intensidade do parasito.
Apesar da desorganização da arquitetura esplênica ser um importante achado neste
estudo, amostras classificadas aos escores três e quatro apresentaram acentuada de-
sorganização da polpa branca e formação de fibrose associada ou não à presença do
parasito. Nesse sentido, Santana et al.(16) descreveram a ruptura da arquitetura esplêni-
ca e formação de fibrose em decorrência da produção de uma teia reticular, visando
prevenir ou retardar a progressão do parasito a outros tecidos(16,30). Além disso, muitas
amostras deste estudo apresentavam periesplenite, possivelmente devido à extensão
da reação inflamatória esplênica do parênquima, associada ou não à presença do pa-
rasito nesses casos, o que também é frequentemente descrito nos casos de CanL, mas
comumente relacionado à carga parasitária(16,31,32).
Um número relevante de animais com linfadenomegalia foi observado neste estudo,
sendo essa alteração frequente nos casos de CanL(7,10). A avaliação histopatológica do
linfonodo axilar evidenciou hiperplasia e hipertrofia das regiõesmedular e cortical, sem
associação aos sinais clínicos, corroborando os achados de Lima et al.(10). No entanto, a
hipertrofia e hiperplasia de macrófagos nos seios capsulares e/ou medulares estão en-
tre as alterações mais frequentes nos linfonodos de cães infectados por Leishmania
spp.(25), conforme também observado neste estudo. Ainda, Lima et al.(10) sugeriram que
a hiperplasia e a hipertrofia nas zonas cortical e medular associadas a inflamação cap-
sular crônica e difusa são frequentes e justificam a ocorrência de linfadenomegalia nos
casos de CanL.
Também, a maioria das amostras de linfonodo deste estudo exibia espessamento cap-
sular devido a infiltrado inflamatório linfoplasmocítico e macrofágico agregado à
fibrose, um dado frequente nos casos de CanL(10). Nesse contexto, Giunchetti et al.(33)
descreveram que o infiltrado capsular é frequentemente composto por macrófagos,
incluindo a presença de parasitos, porém, neste estudo, essas alterações não foram
associadas à presença de formas amastigotas de Leishmania spp.
A avaliação histopatológica foi utilizada para observar as alterações morfológicas e
identificar formas amastigotas do parasito, sendo essa identificação também realizada
por IHC. Os resultados da identificação em ambas as avaliações foram comparados e,
na análise qualitativa, a imuno-histoquímica do baço e linfonodo expressou o melhor
resultado numérico, mas sem diferença estatística. Esse dado corrobora o descrito por
autores que apontam a técnica de IHQ como ferramenta complementar ao diagnóstico
da CanL, por apresentar maior sensibilidade e especificidade(21,26,27,33). Tafuri et al.(27)
também relataram que a IHQ aumenta a eficácia dos testes de diagnóstico em 50% em
comparação à avaliação histopatológica e a coloração de hematoxilina-eosina. Por ou-
tro lado, a boa concordância entre as avaliações histopatológica e imuno-histoquímica



2021, Cienc. Anim. Bras., V22, e-68909

Análises anatomopatológica e imuno-histoquímica do baço e linfonodo de cães soropositivos...
Magalhães A O et al.

observada neste estudo, inferindo semelhança entre os testes, pode se justificar pelo
pequeno número de amostras, fato também citado por Xavier et al.(34), quando compa-
raram os mesmos métodos de diagnóstico para avaliar a intensidade parasitária em
cães com CanL.
Além disso, não foi observada diferença entre baço e linfonodo em relação à intensida-
de parasitária, indicando que ambos os órgãos são úteis ao diagnóstico da CanL. No
entanto, não foram encontrados na literatura dados que ratificassem ou retificassem
tal resultado em relação a esses órgãos. Contudo, Paparcone et al.(35) compararam dife-
rentes locais de colheita da medula óssea para o diagnóstico de CanL e também não
observaram diferença quanto à intensidade do parasito. Apesar disso, os autores men-
cionaram que embora o linfonodo seja igualmente rico em parasitos, principalmente
em cães sintomáticos, o acesso ao tecido linfoide nesse órgão pode ser limitado, prin-
cipalmente quando não há aumento de volume, o que comumente ocorre em animais
em estágio inicial da doença ou naqueles assintomáticos crônicos.

Conclusões

Baço e linfonodo de cães reativos para leishmaniose aos testes DPP® e ELISA desenvol-
vem alterações histomorfológicas decorrentes das reações imunológicas causadas
pela doença, independente da presença do parasito e da carga parasitária. No baço, a
desorganização do tecido linfoide em diferentes graus compreende a principal altera-
ção, sendo a esplenite granulomatosa a lesão mais grave e, no linfonodo, prevalecem
hiperplasia e hipertrofia dos cordões medulares e hiperplasia das regiões cortical e pa-
racortical. Além disso, o baço e o linfonodo apresentam carga parasitária semelhante à
avaliação imuno-histoquímica.
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