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RESUMO 

 

A Leishmaniose Visceral é endêmica no Brasil, podendo acometer algumas espécies de 

animais, incluindo o cão. Através da picada de vetores flebotomíneos, a Leishmania infantum 

é inoculada na pele, sendo fagocitada por macrófagos e dando início à resposta inflamatória e 

imunológica. A partir da pele, ela pode se disseminar por outros órgãos, causando sinais 

clínicos variados e inespecíficos. Contudo, na Leishmaniose Visceral Canina (LVC), as lesões 

dermatológicas, como alopecia, descamação, dermatite ulcerativa e onicogrifose, são as mais 

frequentemente observadas, justificando o estudo das alterações clínicas e imunológicas da 

pele que auxiliam na compreensão quanto aos mecanismos de proteção ou susceptibilidade à 

doença. O objetivo deste estudo foi avaliar o parasitismo e o infiltrado inflamatório na pele de 

cães com infecção natural por L. infantum, utilizando marcadores para linfócitos T, 

macrófagos e moléculas de MHC II pela técnica de imuno-histoquímica. Fragmentos de pele 

íntegra (PI) e lesionada (PL) foram coletados de cães com diagnóstico parasitológico e 

sorológico positivos pela técnica de ELISA e processados para análise do infiltrado 

inflamatório pela histopatologia e imuno-histoquímica, utilizando o complexo 

estreptoavidina-peroxidase para avaliação da carga parasitária e quantificação celular, 

utilizando o anticorpo anti-CD3, anti-macrófago e anti-MHC II. Os resultados da imuno-

histoquímica mostraram que a carga parasitária severa predominou em 46,15% (6/13) na PI e 

76,92% (10/13) na PL ulcerada, havendo diferença estatística (p=0,0238). O infiltrado 

inflamatório granulomatoso foi observado em 100% (13/13) das amostras de PI e em 76,92% 

(10/13) na PL, enquanto o piogranulomatoso foi evidenciado em 23,07% (3/10) na PL. Com 

relação à intensidade do infiltrado inflamatório na PI, observou-se padrão leve em 38,43% 

(5/13), moderado em 38,43% (5/13) e severo em 23,07% (3/13).  Já com relação à PL, o 

padrão inflamatório severo predominou em 84,61% (11/13), enquanto o moderado foi 

identificado em apenas 15,38% (2/13), desse modo houve diferença estatística entre a pele PI 

e PL (p=0,0017). A imunomarcação das moléculas do MHC II foi leve, 38,46% (5/13), 

moderada 38,46% (5/13) e severa 15,38% (2/13) na PI, enquanto na PL, a marcação foi severa 

em 76,92% (10/13) e moderada em 23,07% (3/13), havendo também diferença estatística 

entre a PI e PL (0,0009). A quantificação dos macrófagos (p=0,0059) e das células CD3 

(p=0,0425) também revelou diferença estatística entre a PI e a PL. Em conclusão, a técnica de 

imuno-histoquímica permitiu a quantificação da carga parasitária, reforçando a importância da 

pele como reservatório de formas amastigotas de L. infantum, com destaque para a pele 

íntegra que mesmo sem lesão macroscópica pode favorecer a transmissão da doença. A 

imunomarcação quantitativa dos linfócitos T (CD3), macrófagos e moléculas de MHC II foi 

determinada pela severidade da resposta inflamatória desempenhada na pele dos cães 

infectados, bem como pela carga parasitária, podendo atuar como método auxiliar para a 

caracterização clínica da leishmaniose visceral canina. 

 

Palavras-chave: Leishmaniose. Lesão Dermatológica. Carga Parasitária. Inflamação. 

Imunidade.  

 

  

 

  



 

 

ABSTRACT 

 

 

Visceral leishmaniasis is endemic in Brazil, and occurs in several animal species, including 

the dog. Leishmania infantum is inoculated into the skin during the bite of the phlebotomine 

vectors, and is then phagocytized by macrophages, which initiates an inflammatory and 

immunological response. From the skin, it can be disseminated to other organs causing varied 

and nonspecific clinical signs. In Canine Visceral Leishmaniasis (CVL), skin lesions such as 

alopecia, scaling, ulcerative dermatitis, and onychogryphosis are most commonly observed, 

which justifies the study of the clinical and immunological changes in the skin to help 

understand the protection or susceptibility mechanisms associated with the disease. The 

objective of this study was to investigate the parasitism and inflammatory infiltrate in the skin 

of dogs naturally infected by L. infantum using an immunohistochemical technique with 

markers for T lymphocytes, macrophages, and MHC II. Fragments of intact skin (PI) and 

damaged skin were collected from dogs with a positive parasitological and serological 

(ELISA) diagnosis. Histopathological and immunohistochemical analysis of the inflammatory 

infiltrate was performed, using streptavidin-peroxidase complex to evaluate parasite load, and 

cell quantification using anti-CD3, anti-macrophage, and anti-MHC II antibodies. Results 

from the immunohistochemical analysis showed that severe parasite load was predominant in 

46.15% (6/13) of PI and 76.92% (10/13) of ulcerated PL, indicating a statistical difference 

(p=0.0238). A granulomatous inflammatory infiltrate was observed in 100% (13/13) of PI and 

76.92% (10/13) of PL samples, while a pyogranulomatous infiltrate was found in 23.07% 

(3/10) of PL. Regarding inflammatory infiltrate, there was a light density in 38.43% (5/13), 

moderate in 38.43% (5/13), and a high density in 23.07% (3/13) of PI samples. In PL 

samples, a high density was predominant in 84.61% (11/13), while a moderate density was 

identified in only 15.38% (2/13), resulting in a statistical difference between PI and PL 

(p=0.0017). Immunostaining of MHC II molecules was minimal 38.46% (5/13), moderate 

38.46% (5/13), and severe 15.38% (2/13) in PI, while in PL, staining was severe in 76.92% 

(10/13) and moderate in 23.07% (3/13) of the samples, also denoting a statistical difference 

between PI and PL (0.0009). The quantification of macrophages (p=0,0059) and CD3 cells 

(0,0425) also revealed statistically significant differences between PI and PL. In conclusion, 

immunohistochemistry allowed quantification of the parasite load, underlining the importance 

of the skin as a reservoir for amastigotes of L. infantum, particularly concerning intact skin, 

which can enable transmission of the disease in the absence of macroscopic lesions. The 

severity of parasite load and inflammatory response in the skin of infected dogs, which 

determines the quantitative immunostaining of T lymphocytes (CD3), macrophages, and 

MHC II molecules, which can act as an auxiliary method for clinical characterization of 

Canine Visceral Leishmaniasis. 

 

Keywords: Leishmaniasis. Skin lesion. Parasite load. Inflammation. Immunity 
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1 INTRODUÇÃO 

A Leishmaniose é uma importante zoonose que apresenta distribuição mundial e com 

marcada característica de desenvolvimento crônico da doença (TORRES-NETO et al., 2008). 

A depender da localização das lesões e comprometimento clínico, elas podem ser 

classificadas como Leishmaniose Tegumentar, com sintomatologia cutânea, mucocutânea ou 

em regiões mucosas ou ainda como Leishmaniose Visceral, caracterizada pela presença de 

lesões sistêmicas, podendo também apresentar lesões dermatológicas (RIBEIRO, 1997; 

MICHALSKY et al., 2007; SILVEIRA et al., 2009).  

A Leishmaniose Visceral (LV) é uma parasitose de carácter zoonótico, sendo apontada 

como uma das doenças mais importantes em cerca de 80 países, sendo um importante 

problema de saúde pública (ASHFORD; DESJEUX; RAADT, 1992; QUINNELL et al. 

2001).  

No Brasil a LV é causada pela Leishmania infantum, um protozoário intracelular 

obrigatório que pertence ao complexo Leishmania donovani (ALEXANDRE-PIRES et al., 

2010; BANULS; HIDE; PRUGNOLLE, 2007), onde sua transmissão é causada pela picada 

do inseto Lutzomyia longipalpis (DANTAS-TORRES,  2006) e tem como reservatórios 

canídeos silvestres e domésticos (MOREIRA et al., 2002).  

Nas últimas décadas, a LV deixou de ser uma doença apenas de característica e 

localização rurais, se disseminando para áreas urbanas de médias e grandes cidades. A espécie 

canina foi inserida nesse novo contexto apresentando um importante papel epidemiológico, 

atuando como principal fonte de infecção (GONTIGO; MELO, 2004), sendo o reservatório 

urbano da Leishmaniose Visceral (CIARAMELLA et al., 1997). 

A picada da fêmea do flebotomínio e a inoculação das formas amastigotas na pele, 

induzem rápida infiltração de neutrófilos e recrutamento de macrófagos (PETERS et al., 

2008). A partir daí, o parasito se dissemina para os linfonodos regionais, medula óssea, baço e 

fígado (ALEXANDRE-PIRES et al., 2010). Porém, o desenvolvimento da leishmaniose vai 

depender da habilidade do sistema imune do hospedeiro em responder e controlar a replicação 

do protozoário, através da qualidade da resposta imune humoral e mediada por células 

(MORENO; ALVAR, 2002; (SANCHEZ-ROBERT et al., 2005). 

No reservatório canino, as lesões dermatológicas são frequentemente observadas de 

modo localizado, principalmente na face, narinas, região periocular, perilabial e membros ou 

de modo generalizado. A dermatite descamativa associada à alopecia não pruriginosa e 
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dermatite ulcerativa indolente, merecem destaque, sendo os padrões mais frequentemente 

observados (FERRER et al., 1988). 

Fatores como, a carga parasitária, a imunidade mediada por células, a resposta 

humoral e a expressão de citocinas, apresentam um valor preditivo para o progresso da 

infecção e devem portanto, serem levadas em consideração como marca de resistência e 

susceptibilidade a LV em cães (REIS et al., 2010).  

Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar o parasitismo e o infiltrado 

inflamatório na pele de cães com infecção natural por Leishmania (Leishmania) infantum, 

utilizando marcadores para linfócitos T, macrófagos e moléculas de MHC II pela técnica de 

imuno-histoquímica. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

2.1 LEISHMANIOSE VISCERAL 

A Leishmaniose Visceral (LV) é considerada um grave problema de Saúde Pública e 

está disseminada por todo mundo, sendo considerada endêmica em regiões como na Bacia 

Mediterrânea na Europa, Ásia e África, (CARRILHO; MORENO, 2009), além do continente 

Americano, especialmente o Brasil (DANTAS-TORRES, 2009; MAIA-ELKHOURY et al., 

2008).  

 

2.2 AGENTE ETIOLÓGICO E TRANSMISSÃO 

 

A LV é causada por um protozoário intracelular que pertence à ordem Kinetoplastida, 

família Trypanosomatidae e gênero Leishmania (ASHFORD, 2000; GRAMICCIA, 2011), no 

qual agrupam-se cerca de 30 espécies, sendo 21 delas consideradas como patogênicas  

(ASHFORD, 2000). 

Nos países do chamado novo mundo, a Leishmaniose Visceral Canina (LVC) era há 

algumas décadas conhecida como Leishmania chagasi e nos países do velho mundo, a 

Leishmaniose Visceral é atribuída a Leishmania infantum. Contudo, pesquisas demonstraram 

que bioquimicamente e geneticamente tratam-se da mesma espécie, havendo a distinção 

apenas quanto à nomenclatura (MAURICIO et al., 2001). Deste modo, além do Brasil, a L 

infantum encontra-se disseminada em países no sudeste da Europa, norte da África, oeste e 

Ásia central e em outros países das Américas (WHO, 2010; SOLANO-GALLEGO et al., 

2011; GRAMICCIA et al., 2011). 

Morfologicamente, a Leishmania caracteriza-se por apresentar o Kinetoplasto que 

armazena o material genético, DNA mitocontrial. Pode apresentar duas formas distintas, 

conhecidas como promastigota e amastigota. A forma promastigota, é dotada de um flagelo e 

apresenta grande capacidade de movimentação, estando localizada no trato intestinal dos 

vetores flebótomos. Já a forma amastigota, apresentar-se arredondada ou oval. Ela esta 

localizada dentro do fagolisossomo das células do sistema monocítico fagocitário no 

hospedeiro vertebrado (GRAMICCIA et al., 2011). 

No Brasil, os vetores biológicos da LV são flebotomíneos, cuja principal espécie é o 

Lutzomya longipalpis (LAINSON; RANGEL, 2005), além de Lu. migonei no estado de 
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Pernambuco (CARVALHO et al., 2010), o Lu. cruzi  nos estados de Mato Grosso e Mato 

Grosso do Sul (PITA-PEREIRA et al., 2008; MISSAWA et al., 2011).  

O principal modo de transmissão da LV ocorre por meio da picada das fêmeas dos 

vetores flebotomíneos no momento do repasto sanguíneo, no qual a forma promastigota 

infectante que está presente nos mosquitos vetores é introduzida na pele dos hospedeiros 

vertebrados. Após ser fagocitada pelas células do sistema monocítico-fagocitário e penetrar 

nas células, a L. infantum perde o flagelo e adquire a forma amastigota (SOLLANO-

GALEGO et al., 2011). 

O cão doméstico tem sido considerado o principal reservatório da LV em ambiente 

urbano. Consequentemente, a infecção pela L. infantum nos cães pode variar de assintomática 

à doença clínica grave e fatal, dificultando a determinação da condição imunológica dos cães 

ao longo do curso da infecção, assim como, o diagnóstico da LV (CARRILHO; MORENO, 

2009).  

Apesar da transmissão pelo vetor, outras formas de transmissão com menor 

importância epidemiológica, como a transmissão via transfusão sanguínea (OWENS et al., 

2001) e venérea (SILVA et al., 2009), já forma relatadas em cães.  

 

2.3 IMUNOPATOLOGIA NA LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA  

A Leishmaniose Visceral Canina (LVC) é uma doença imunomediada, devido à 

capacidade do parasito em interagir com o sistema imune do indivíduo infectado (BANETH 

et al., 2008). Neste contexto, a pele, local onde ocorre a infecção pela L. infantum, representa 

o primeiro elo de interação entre o parasito e o hospedeiro, atuando como fonte das formas 

infectantes do parasito, para que ocorra a transmissão ao vetor flebotomínio 

(SARIDOMICHELAKI et al., 2007). 

 L. infantum pode infectar diferentes tipos de células, incluindo as células do sistema 

monocítico fagocitário, como os macrófagos, além de outros tipos celulares como as células 

dendríticas, neutrófilos, eosinófilos, fibroblastos, células endoteliais e hepatócitos. Contudo, 

os macrófagos são considerados o principal tipo de célula hospedeira deste patógeno 

(KONTOS; KOUTRINAS, 1993).  
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Após ser fagocitado, principalmente por macrófagos, ocorre a disseminação por meio 

da circulação sanguínea e linfática, sendo encontrada parasitando macrófagos residentes em 

diferentes órgãos (REIS et al., 2006). 

Os cães infectados pela L. infantum podem desenvolver imunidade celular protetora, 

mediada por linfócitos T e não apresentar sinais clínicos, permanecendo como reservatórios 

(SACCHI et al., 2006). Contudo, outros cães podem desenvolver a forma clínica, sintomática, 

sendo considerados do ponto de vista imunológico como susceptíveis, sendo observado nesses 

animais, decréscimo da resposta imune celular e marcada resposta imune humoral e 

normalmente apresentam altos títulos de imunoglobulinas nos testes sorológicos 

(ABRANCHES et al., 1991; PINELLI et al., 1994; MARTINEZ-MORENO et al., 

1995;BARBIERI, 2006; REIS et al., 2006a). 

A disseminação do parasito ocorre de acordo com o status imunológico do hospedeiro 

(VERAS et al., 2010). Nos cães susceptíveis, o parasito pode se disseminar rapidamente, já 

nos pacientes resistentes à infecção, a L. infantum pode permanecer localizada na pele ou nos 

linfonodos regionais (SARIDOMICHELAKIS et al., 2009). 

Os baixos níveis de linfócitos T-helper do tipo CD4 e CD8, além das células B, como 

CD21 e monócitos CD14 nas células mononucleares de sangue periférico, estão associados 

com a alta densidade parasitária na medula óssea de cães com LV (REIS et al., 2006b).  

Células T CD4 de cães sintomáticos respondem a estimulação antigênica durante o 

estágio precoce da infecção, mas perde esta habilidade com a progressão da doença 

disseminada clinicamente (BOGGIATTO et al., 2010). Em contraste, altos níveis de células T 

citotóxicas CD8, apresentadas no sangue periférico de cães assintomáticos, foram associadas 

ao controle do parasita Leishmania, uma vez que essas células atuam induzindo a lise celular 

(REIS et al., 2006).   

A compreensão do perfil de quimiocinas durante a infecção da L.infantum em cães, 

constitui uma etapa preliminar para a identificação dos mecanismos de resistência ou 

susceptibilidade (MENEZES-SOUZA et al., 2011). Desse modo, os mecanismos 

imunológicos de resistência à LVC estão associados aos linfócitos T do tipo T-helper 1 (Th1) 

que produzem citocinas como, IFN-γ, IL-2 e TNF-α (PINELLI et al., 1994; PINELLI et al., 

1995).  

Os macrófagos  são células importantes na resposta imune contra L. infantum. Atuam 

principalmente como células apresentadoras de antígenos através das moléculas de MHC, 
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assim como, desempenham o papel de células hospedeiras na multiplicação do parasito, 

através da fagocitose, além da produção de citocinas moduladoras da resposta mediada pelos 

linfócitos T. Estas células medeiam a ativação de células Th1 que agem sobre os macrófagos 

infectados como efetores para a morte intracelular do parasito (ZER et al., 2001).  

Os macrófagos ativados pelas citocinas INF-γ e TNF-α, promovem a destruição 

intracelular do parasito, principalmente por meio da via de l-arginina e produção de óxido 

nítrico (HOLZMULLER et al., 2006), sendo este o principal mecanismo desempenhado pelos 

macrófagos para a eliminação do parasito (PINELLI et al., 2000). Falhas na produção de 

óxido nítrico, a partir da enzima óxido nítrico sintetase induzível (iNOS) pelos macrófagos, 

favorecem a multiplicação e proliferação da L. infantum, agravando a doença (ZAFRA et al., 

2008). 

A detecção de intenso parasitismo na pele de animais sem a presença de lesões, ou 

seja, uma pele aparentemente saudável, reforça a participação de um perfil de citocinas 

associadas com a resistência ou susceptibilidade à infecção da Leishmania sp. Dentre elas, 

podem ser citadas a IL-12 que apresenta como função a indução da produção de IFN-γ pelas 

células mononucleares de sangue periférico e pelas células Natural Killer (NK). Além disso, a 

IL-12 atua no desenvolvimento da imunidade específica mediada por células T do tipo 1 

(TRINCHIERI et al., 2003). 

Por outro lado os linfócitos T do tipo T-helper 2 (Th2), produzem e ativam citocinas 

como IL-4, IL-5, IL-10, que normalmente favorecem a produção de anticorpos e estão 

associadas à susceptibilidade para o desenvolvimento da doença (MESQUITA JUNIOR et al., 

2010). 

Os cães com intenso parasitismo cutâneo exibem padrão imunoregulatório, 

predominantemente representado pela expressão de IL-10 e TGF-β, em comparação aos 

animais com parasitismo médio ou baixo, ou ainda nos cães que não apresentam a doença 

(MENEZES-SOUZA et al., 2011).  Dessa forma, o incremento na expressão da IL-10 e do 

TGF-β, pode permitir a manutenção da multiplicação do parasita, e portanto, o estado da 

doença clínica (MENEZES-SOUZA et al., 2011).  

Níveis elevados de IL-5 na pele de cães assintomáticos infectados pela L. infantum, 

foram observados por Menezes-Souza et al.  (2011), estando envolvida no controle da 

infecção por promover a diferenciação e ativação de eosinófilos e ao aumento da geração e 
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ativação de linfócitos T citotóxicos específicos (NAGASAWA; OHSHIBA; YATA, 1991; 

MARY et al., 1999; PERUHYPE-MAGALHÃES et al., 2005).  

Do mesmo modo, na avaliação da resposta imune local da pele, é possível observar as 

citocinas produzidas pelos linfócitos Th1 e Th2 e o aumento na expressão de citocinas da 

cascata Th2, como a IL-4, estando associada com a severidade dos sinais clínicos e a alta 

carga parasitária nas lesões dermatológicas (BRACHELENTE et al., 2005). 

Para que ocorra a ativação das células T, é necessário um sinal primário emitido pelo 

complexo de histocompatibilidade principal (MHC), presente na superfície das células 

apresentadoras de antígeno, bem como um sinal gerado pelas moléculas co-estimulatórias 

(DIAZ et al., 2012). O MHC é uma região que pode auxiliar no controle da susceptibilidade à 

LVC, particularmente algumas classes, como o alelo 67 DLA-DRB1, o alelo 18 DLA-DQA 1, 

além do alelo 47 DLA-DQB 1(KENNEDY et al. 2001, 2002a, 2002b). 

Quinnell et al. (2003), demonstraram associação significativa entre a presença do alelo 

DLADRB1* 01502 e susceptibilidade à LVC, apresentando níveis mais altos de IgG e maior 

possibilidade de resultados positivos pela técnica de PCR em amostras de medula óssea. 

Na dermatite esfoliativa, as células epidérmicas que expressam MHC II são 

constituídas principalmente pelos queratinócitos e células de Langherans, enquanto observa-

se menor presença de linfócitos CD4, quando comparado à pele sem lesão macroscópica, nos 

cães sintomáticos (PAPADOGIANNAKIS et al., 2005). 

Mesmo diante desses mecanismos desempenhados, o resultado da infecção pela 

L.infantum é secundário ao balanço entre a habilidade do hospedeiro em induzir mecanismos 

para o controle do parasito, bem como pelas estratégias desempenhadas pelo parasito para 

suprimir ou escapar da resposta imune do hospedeiro (BUATES; MATLASHEWSKI, 2001).  

 

2.4 ASPECTOS CLÍNICOS DA LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA  

A LVC é uma doença sistêmica que pode acometer diferentes compartimentos 

orgânicos e teciduais, com presença de variados e inespecíficos sinais clínicos (SOLANO-

GALEGO et al., 2011). Os cães podem exibir sinais discretos à moderados ou ainda 

apresentar-se aparentemente saudáveis, sem sintomatologia clínica evidente, conhecidos 

como assintomáticos (MANCIANTI; MECIANI, 1988).  
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A forma assintomática representa 20-40% da população sorologicamente positiva, das 

quais 80% desenvolvem a doença clínica (NOLI, 1999). Nas áreas urbanas da região nordeste 

do Brasil, a forma assintomática representa 30% da população positiva nos testes sorológicos 

(QUEIROZ et al., 2009). Os animais assintomáticos, porém sorologicamente positivos, 

representam fases da doença, antes da progressão crônica ou formas resistentes que podem 

ter resolução espontânea. Esses animais podem ter a capacidade de causar a doença, assim 

como, os animais com sintomatologia clínica (GRAMICCIA, 2011).  

 Os sinais clínicos mais comumente observados nos cães com LVC são, a 

linfoadenopatia, emagrecimento progressivo, ceratoconjutivite, hepatoesplenomegalia, 

diarreia, dermatopatias, dentre outros. Em estágios mais avançados, observa-se também 

paresia dos membros posteriores, caquexia e inanição, evoluindo para a morte (FEITOSA et 

al., 2000; BRASIL, 2004; ALBUQUERQUE et al., 2007).  

Alguns cães com LV podem ainda, apresentar doença renal como única manifestação 

clínica. A doença pode iniciar como um quadro de glomerulopatia e proteinúria leves ou de 

modo mais grave, pode evoluir para um quadro de Síndrome Nefrótica ou Insuficiência Renal 

em fase terminal, sendo esta, uma das principais causas de óbitos nos animais acometidos 

(SOLANO-GALEGO et al., 2011). 

As dermatopatias são muito comuns e estão presentes em aproximadamente 80 a 90% 

dos casos de LVC (SLAPPENDEL, 1988; KOUTINAS et al., 1999; SOLANO-GALLEGO et 

al., 2001), sendo muitas vezes o único sinal clínico observado (KOUTINAS et al., 1993). Os 

sinais dermatológicos mais frequentes incluem, alopecia, pelos opacos, descamação, 

onicogrifose, hiperqueratose, prurido, além de lesões ulcerativas e crostosas na orelha, 

focinho e região periorbital, descamação furfurácea e alopecia localizada ou multifocal 

(FONDEVILA; VILAFRANCA; FERRER, 1997). 

Ferrer et al. (1988), descreveram quatro padrões dermatológico para cães com LV. O 

padrão alopécico-descamativo é considerado o mais comum, seguido pelo padrão ulcerativo e 

menos frequentemente, os padrões nodular e pustular estéril.  

A dermatite esfoliativa com formação de caspas branco-acinzentadas é um achado 

comum na LV em cães. A esfoliação pode ser generalizada, mas geralmente é mais 

pronunciada na cabeça, orelhas e extremidades, podendo estar associada às áreas simétricas 

de hipotricose e alopecia (SCOTT; MILLER; GRIFFIN, 2001; TORRES-NETO et al., 2008). 

A hiperqueratose nasodigital pode acompanhar a formação de caspas e a pele envolvida 
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também pode apresentar padrão variando de hipotricose a alopecia (SCOTT; MILLER; 

GRIFFIN 2001).  

A dermatite ulcerativa é representada pela presença de úlceras cutâneas, podendo ser 

circunscritas, anulares ou policíclicas, com bordas elevadas e fundo granuloso de cor 

vermelho-vivo, recobertas ou não por exsudato seroso e serosanguinolento (TORRES-NETO 

et al., 2008). Elas podem ser mais comumente localizadas nas margens das orelhas, narinas, 

além de pontos de pressão, como nas patas e junções mucocutâneas, associadas aos locais 

com constante traumatismo e dano vascular (CIARAMELLA et al., 1997; FONDEVILA; 

VILAFRANCA; FERRER, 1997;  KOUTINAS et al., 1999; CIARAMELLA; CORONA, 

2003). 

A dermatite nodular é menos frequente podendo acometer além da pele, região de 

mucosa como a língua. Este padrão pode variar de pápulas a nódulos tumorais isolados 

(FERRER et al., 1988; FERRER et al., 1990).  

Segundo Ordeix et al. (2005), a presença de pápulas como apresentação única, 

caracterizam o padrão dermatológico como papular, devendo ser diferenciado do padrão 

nodular, não sendo dessa forma considerados como o mesmo padrão dermatológico.  

As pápulas podem estar presentes no abdômen ventral, na região periocular e 

perilabial, além das narinas, face interna do pavilhão auricular e em região de mucosa como, 

na língua. Apresentam baixo parasitismo intralesional, sendo considerada uma forma benigna 

de apresentação clínica da LVC. Por isso, a presença de pápulas sem a existência de 

alterações clínicas sistêmicas, resulta em um prognóstico favorável, já que está associado à 

imunocompetência no hospedeiro, (ORDEIX et al. 2005). 

O padrão pustular estéril é considerado o mais atípico, com baixa carga parasitária 

intralesional (FERRER et al,. 1988). As alterações histopatológicas revelam foliculite 

supurativa associada ou não à dermatite pustular intraepitelial (KOUTINAS et al. 1993).  

Estudos imuno-histoquímicos da resposta imune na pele de cães naturalmente 

infectados pela L. infantum, quantificaram os parasitas e os componentes celulares presentes 

(células de Langerhans, queratinócitos expressando MHCII, macrófagos e linfócitos T), 

correlacionando-os com características dermatológicas e aspectos observados nos animais 

estudados como, alopecia, lesões nodulares não ulceradas, dermatoses ulceradas e 

descamação. Os resultados sugeriram que a dermatite alopécica desenvolve controle mais 
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efetivo da infecção, enquanto os cães com dermatite nodular generalizada apresentam menor 

resposta imune contra o parasita (FONDEVILA; VILAFRANCA; FERRER, 1997). 

 

 

2.5 DIAGNÓSTICO 

 

O diagnóstico preciso da LVC baseado nas características clínicas do paciente e em 

resultados de exames laboratoriais como, hemograma, urinálise e perfil bioquímico, torna-se 

complexo e difícil, já que gera resultados não específicos e amplos. Para o diagnóstico 

preciso, faz-se necessária a aplicação de métodos parasitológicos diretos e métodos indiretos, 

utilizando testes sorológicos e imunológicos (GRAMICCIA et al., 2011).  

O exame parasitológico é considerado um dos testes de diagnóstico mais importantes 

para LVC, por possibilitar a visibilização do parasita em amostras de diferentes tecidos como 

pele, aspirado de linfonodo e medula óssea, biopsia de fígado e baço, analisados de modo 

direto por microscopia ou por cultura celular (ALVAR et al., 2004; FERREIRA et al., 2012). 

Porém, nos casos de baixa carga parasitária, a sensibilidade deste teste diminui 

consideravelmente (REIS et al., 2006a).  

A histopatologia pode ser utilizada no diagnóstico parasitológico da LVC, além 

também de possibilitar a avaliação tecidual e dos constituintes celulares presentes no tecido. 

Diante disso, a característica histopatológica mais frequentemente observada na LVC, é a 

presença de reação inflamatória granulomatosa com presença de formas amastigotas dentro 

dos macrófagos (BANETH et al., 2008), associada à presença de linfócitos e plasmócitos 

(COSTA et al., 2008; CALABRESE et al., 2010).  

A técnica de imuno-histoquímica (IHQ) permite a localização de antígenos nos 

tecidos, em suspensões de células ou esfregaços. Esta técnica promove a imunomarcação por 

meio da ligação entre o antígeno e o seu respectivo anticorpo, podendo ser visibilizada no 

tecido em estudo (SOUZA, 2010), além de permitir a avaliação da carga parasitária em 

diferentes tecidos como, linfonodo, pele, fígado e baço (COSTA et al., 2008; TASCA et al., 

2009). Este método de diagnóstico é complementar ao exame histopatológico com coloração 

em HE, principalmente quando o parasito não está claramente identificável, além de ter a 

vantagem de não necessitar de amostras complementares e permitir a identificação do parasito 

tanto na pele lesionada, quanto na pele clinicamente saudável (PAPADOGIANNAKIS et al., 

2005; QUEIROZ et al., 2010). 
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O diagnóstico da LVC pode ser feito ainda de modo presuntivo, pela detecção de 

anticorpos IgG, utilizando técnicas sorológicas quantitativas, como a Reação de 

Imunofluorescência Indireta (RIFI), teste imunoenzimático (ELISA) e a técnica de 

imunocromatografia (SANTOS et al., 2008; SOLANO-GALLEGO, 2011; GRAMICCIA, 

2011).  

Pesquisa recente estudou o teste rápido Dual-Path Platform (DPP®), como novo 

método de diagnóstico da LVC (GRIMALDI et al., 2012). Este teste é um ensaio 

imunocromatográfico que apresenta como vantagens, a simplicidade e a facilidade na sua 

utilização, além da rapidez na obtenção dos resultados, apresentando para cães sem sinais 

clínicos evidentes da doença, especificidade maior (96%), em relação à sensibilidade (47%) 

(GRIMALDI et al., 2012). 

Métodos moleculares como a Reação em Cadeia pela Polimerase (PCR) apresentam 

alta sensibilidade e são utilizados com frequência, a partir de amostras de tecidos congelados, 

fixados em formaldeído ou já emblocados em parafina (GRAMICCIA, 2011).  

A PCR em tempo real, qPCR, também se configura como um importante teste de 

diagnóstico, apresentando sensibilidade maior em relação à técnica convencional 

(FRANCINO et al., 2006). Possibilita a avaliação quantitativa da carga parasitária, podendo 

ser utilizada no acompanhamento da evolução da doença ou para avaliar a eficácia dos 

protocolos de tratamento nos cães acometidos pela LVC (REIS et al., 2009). 
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 OBJETIVO GERAL 

Avaliar o parasitismo e o infiltrado inflamatório na pele de cães com infecção natural por 

Leishmania (Leishmania) infantum, utilizando marcadores para linfócitos T, macrófagos e 

moléculas de MHC II pela técnica de imuno-histoquímica. 

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS  

- Realizar a marcação com anticorpo policlonal anti-CD3 na pele de cães com infecção 

natural pela Leishmania (Leishmania) infantum; 

- Realizar a marcação com anticorpo monoclonal anti-macrófago em cães com infecção 

natural pela Leishmania (Leishmania) infantum; 

- Realizar a marcação com anticorpo monoclonal anti-MHC II na pele de cães com infecção 

natural pela Leishmania (Leishmania) infantum; 

- Correlacionar a imunomarcação das células CD3, macrófago e MHCII com o infiltrado 

inflamatório na pele dos cães infectados; 

- Realizar o diagnóstico parasitológico de LVC através da técnica de imuno-histoquímica; 

- Avaliar o parasitismo cutâneo de cães com infecção natural por Leishmania (Leishmania) 

infantum; 

- Correlacionar a carga parasitária na pele íntegra e lesionada, em cães com infecção natural 

por Leishmania (Leishmania) infantum. 

- Avaliar os padrões dermatológicos dos cães com LV. 
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Avaliação do parasitismo cutâneo de cães com infecção natural por Leishmania 

(Leishmania) infantum (Nicolle, 1908) através da técnica de imuno-histoquímica 

 

Evaluation of cutaneous parasitism in dogs naturally infected by Leishmania (Leishmania) 

infantum (Nicolle, 1908) using the immunohistochemical technique  
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1
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1
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RESUMO 

A pele é o local de inoculação da Leishmania infantum nos hospedeiros susceptíveis e dessa 

forma, as dermatopatias são os principais sinais clínicos observados, com destaque para a 

dermatite ulcerativa. Entretanto, os cães assintomáticos também apresentam importante papel 

na transmissão e epidemiologia da Leishmaniose Visceral. Diante disso, o objetivo deste 

trabalho foi avaliar o parasitismo na pele íntegra e lesionada ulcerada em cães naturalmente 

infectados por L. infantum, através da técnica de imuno-histoquímica. Fragmentos de pele 

íntegra e lesionada foram coletados de 13 cães com diagnóstico parasitológico positivo e 

diagnóstico sorológico pela técnica de ELISA, sendo processados para imuno-histoquímica 

pelo complexo estreptoavidina-peroxidase. As lesões ulcerativas foram observadas em 

cotovelo 53,84% (7/13), narina 15,38% (2/13), orelha 23,07% (3/13) e sobre a asa do ílio 

7,69% (1/13). Os resultados da imuno-histoquímica mostraram que a carga parasitária severa 

predominou em 46,15% na pele íntegra e 76,92% na pele lesionada ulcerada nos cães 

avaliados. Contudo, houve diferença estatística e a carga parasitária severa na pele ulcerada 

foi estatisticamente superior à pele íntegra (p=0,0238). A técnica de imuno-histoquímica 

permitiu a quantificação da carga parasitária, reforçando a importância da pele como 

reservatório de formas amastigotas de L. infantum, com destaque para a pele íntegra que 

mesmo sem lesão macroscópica pode favorecer a transmissão da doença. 

  

Palavras-chave: Pele. Leishmaniose. Imuno-histoquímica. Reservatório. Cão 
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ABSTRACT 

 

 

Leishmania infantum is inoculated into the skin of susceptible hosts and, as such, skin 

conditions are the main clinical sign, particularly ulcerative dermatitis. However, 

asymptomatic dogs also have an important role in the transmission and epidemiology of 

Visceral Leishmaniasis. Therefore, the present objective was to study the parasitism in intact 

and ulcerated skin in dogs naturally infected with L. infantum, using immunohistochemistry. 

Fragments of intact and damaged skin were collected from 13 dogs with a parasitological and 

serological (ELISA) diagnosis and submitted for immunohistochemical analysis using 

streptavidin-peroxidase complex. Ulcerative lesions were observed in the elbow 53.84% 

(7/13), nostril 15.38% (2/13), ear 23.07% (3/13), and over the wings of the ilium 7.69% 

(1/13). Results of the immunohistochemistry analysis showed that severe parasite load was 

predominant in 46.15% of intact skin and 76.92% of ulcerated skin in these dogs. Statistical 

difference was observed, with severe parasite load in the ulcerated skin higher than in the 

intact skin (p=0.0238). Immunohistochemistry allowed quantification of the parasite load, 

underlining the importance of the skin as a reservoir for amastigotes of L. infantum, especially 

regarding intact skin, which can enable transmission of the disease in the absence of 

macroscopic lesions. 

 

Keywords: Skin. Leishmaniasis. Immunohistochemistry. Reservoir. Dog. 

 

 

1 INTRODUÇÃO 

 

No Brasil a Leishmaniose Visceral (LV) pode acometer várias espécies de animais, 

com destaque para a espécie canina, considerada o principal reservatório da Leishmania 

infantum em ambiente urbano (GRAMICCIA, 2011).  

Os cães infectados por L. infantum, podem desenvolver uma doença grave, com 

comprometimento sistêmico e sinais clínicos variados como, linfoadenopatia, perda de peso 

severa, lesões oftalmológicas, distúrbios circulatórios, doença renal crônica, além das 

dermatopatias (CHAMIZO; MORENO; ALVAR, 2005; LIMA; PEIRO; VASCONCELOS, 

2007).  

As principais alterações cutâneas na Leishmaniose Visceral Canina (LVC) incluem, 

alopecia, onicogrifose, descamação (REIS et al., 2006; QUEIROZ et al., 2010), além de 

lesões ulcerativas,  hiperqueratose, hipotricose e crostas localizadas ou generalizadas 
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(TORRES-NETO et al., 2008a; QUEIROZ et al., 2010). Estes sinais dermatológicos são por 

vezes os únicos sinais clínicos presentes nos animais acometidos (KOUTINAS et al., 1993).  

Padrões dermatológicos na LVC foram caracterizados por Ferrer et al. (1988), sendo  

o descamativo e o ulcerativo  aqueles  mais comumente observados , além do  padrão nodular 

e pustular estéril. 

Diante disso, as lesões ulcerativas cutâneas podem estar dispostas na narina, lábio, 

face, periocular, orelhas e sobre as áreas de projeções ósseas, principalmente nas regiões 

úmero-radio-ulnar, calcâneo e tuberosidade isquiática (CAMINHA; SOTO-BLANCO, 2008; 

TORRES-NETO et al., 2008a).  

Desse modo, a pele constitui uma excelente opção de diagnóstico quer seja pelo 

encontro de formas amastigotas de L. infantum através de exames parasitológicos, como a 

citologia esfoliativa, ou pela imunomarcação (TAFURI et al., 2004; QUEIROZ et al., 2011), 

bem como pela detecção de DNA do parasito (QUEIROZ et al., 2011; REIS et al., 2013).   

Nesse contexto, a avaliação da carga parasitária na pele de cães sintomáticos e 

assintomáticos, pode auxiliar na compreensão quanto ao parasitismo e potencial de 

transmissão aos hospedeiros susceptíveis (SOLLANO-GALEGO et al., 2004).  

Este trabalho teve como objetivo avaliar o parasitismo na pele íntegra e lesionada de 

cães com infecção natural por Leishmania infantum através da técnica de imuno-

histoquímica. 

 

 

2 MATERIAL E MÉTODOS 

2.1 ANIMAIS E DIAGNÓSTICO 

Para a realização do experimento foram utilizados 13 cães com idade, raça e sexo 

variados, provenientes dos Centros de Vigilância Ambiental dos municípios de Petrolina 

(9°23'39''S, 40°30'35''O) e Goiana (7°34'19''S, 35°0'7''O) no Estado de Pernambuco. Para 

execução do experimento, todos os procedimentos invasivos foram realizados mediante 

aprovação da Comissão de Ética para Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal Rural 

de Pernambuco, segundo licença 010/2011. 

Os cães foram submetidos ao exame clínico para a investigação de sinais sugestivos de 

Leishmaniose Visceral (LV), destacando-se os sinais clínicos dermatológicos de acordo com 
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Ferrer et al. (1988), dando-se preferência ao padrão ulcerativo e a avaliação quanto à 

localização das úlceras cutâneas. 

O diagnóstico da LVC foi realizado através do teste sorológico de imunoadsorção 

enzimática (ELISA) e pelo método parasitológico direto, por meio da citologia esfoliativa da 

pele lesionada e biopsia de medula óssea na crista do osso esterno ou na asa do ílio. 

A partir da confirmação positiva para LVC, pelos exames parasitológicos, procedeu-se 

a realização da biopsia de pele, na qual foram coletados fragmentos de pele íntegra, 

preferencialmente na região da escápula, porém quando esta região apresentava algum tipo de 

lesão dermatológica, a biopsia foi realizada na região abdominal. Quanto à pele lesionada, a 

biopsia foi realizada nas locais com presença de úlceras cutâneas. Os fragmentos foram 

coletados, utilizando um punch de quatro milímetros (mm), sendo em seguida acondicionados 

em frascos individuais contendo solução de formol tamponado 10% por 48 horas para fixação 

e posteriormente acondicionados em solução de álcool etílico 70%. 

 

2.2 IMUNO-HISTOQUÍMICA 

 

A técnica de imuno-histoquímica, foi realizada pela estreptoavidina-peroxidase para 

detecção de formas amastigotas da L. infantum, segundo Tafuri et al. (2004). Como anticorpo 

primário foi utilizado o soro de cão hiperimune na diluição de 1:100. Após a incubação over 

night em câmara úmida, os cortes foram incubados com anticorpo secundário biotinilado 

(LSAB - Dako Cytomation K0675, Carpinteria, USA) à temperatura ambiente e 

posteriormente procedeu-se a incubação com complexo estreptoavidina-peroxidase (LSAB- 

DakoCytomation, K0675, Carpinteria, USA). A reação foi revelada utilizando-se solução de 

diaminobenzina (DAB, Sigma, St Louis, USA) e contracoloração com Hematoxilina de Harris 

por 1 minuto. Para finalizar, os cortes foram desidratados em concentrações crescentes de 

álcool etílico, clarificados e montados com lamínula e Ethelan.  

Para o controle da reação de imuno-histoquímica, amostras da pele de cão com intenso 

parasitismo foram utilizadas como controle positivo e negativo, sendo que neste último caso, 

o anticorpo primário foi substituído por PBS. 

As imunomarcações foram analisadas de forma semiquantitativa por microscopia óptica 

e o parasitismo foi avaliado como o número de amastigotas imunomarcadas e expresso como 

um número médio de amastigotas observadas em cinco campos no aumento de 400X. A carga 
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parasitária foi definida da seguinte forma: (-) ausente; (+) leve; (++) moderada e (+++) severa, 

correspondendo a 0, 1-100, 101-300 e > 300 amastigotas, respectivamente, de acordo com o 

protocolo estabelecido por  Giunchetti et al. (2006). 

Para verificar se houve significância da diferença entre a carga parasitária nos 

fragmentos de pele íntegra e pele lesionada foi aplicado o teste de Mann-Whitney, Software 

BioEstat 5.0 (AYRES et al., 2007), considerando estatisticamente significativo p ≤ 0,05. 

 

3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Os cães apresentaram padrões dermatológicos variados, com predominância do 

alopécico-descamativo e ulcerativo. As lesões ulcerativas foram observadas em cotovelo 

53,84% (7/13), narina 15,38% (2/13), orelha 23,07% (3/13) e sobre a asa do ílio 7,69% 

(1/13).  

A presença de úlceras cutâneas é um sinal clínico muito frequente na LVC 

(GIUNCHETTI et al., 2006), ocorrendo segundo Costa et al., (2008)  em 45% dos cães 

acometidos.  

A presença de lesões ulcerativas nos cotovelos observadas, assemelham-se às descritas 

por Ferrer et al. (1988), que relataram a presença de dermatite ulcerativa e afirmaram que 

esta normalmente encontra-se associada aos locais de projeções ósseas.  

Neste estudo, todos os fragmentos de pele submetidos à técnica de imuno-

histoquímica apresentaram imunorreatividade, tanto nas amostras de pele lesionada, quanto 

nas amostras de pele íntegra.  

De acordo com Ordeix et al. (2005), a técnica de imuno-histoquímica possibilita alto 

grau de contraste entre as formas amastigotas da  L. infantum e o tecido do hospedeiro, o que 

permite um diagnóstico mais preciso, corroborando com as observações de Tafuri et al. 

(2004) e  Figueiredo (2010).  

Conforme apresentado na Tabela 1, quanto à avaliação da carga parasitária, o 

parasitismo severo (Figura 1), foi evidenciado em 46,15% dos animais com pele íntegra e 

76,92% dos cães com pele lesionada ulcerada.  
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Tabela 1: Avaliação semiquantitativa da carga parasitária da pele íntegra e lesionada de cães 

com infecção natural por L. infantum através da técnica de imuno-histoquímica.  

Tecido Cutâneo Carga Parasitária 

   Leve Moderada Severa 

Pele íntegra 4/13 (30,76%) 3/13 (23,07%) 6/13 (46,15%) 

Pele lesionada 2/13 (15,38%) 1/13 (7,69%) 10/13 (76,92%) 

 

 

A análise estatística evidenciou diferença significativa entre os animais com pele 

íntegra e pele lesionada com p=0,0238. Portanto, a pele lesionada apresentou carga parasitária 

estatisticamente superior à pele íntegra. Estes resultados divergem dos observados por 

Papadogiannakis et al. (2005), que não observaram diferença entre a carga parasitária na pele 

íntegra e lesionada. 

No que concerne à carga parasitária leve na pele íntegra (30,76%) aqui observada, é 

provável que uma resposta imune inicial exerça um papel importante na LVC, assemelhando-

se ao que relataram Calabresse et al. (2010) ; Menezes-Souza et al. (2011) e Veras et al., 

(2010),  destacando a participação de macrófagos, além de IL-4 , TNF-α e IFN-γ no controle 

parasitário. 

Vale a pena ressaltar que 46,15% (6/13) dos fragmentos da pele íntegra aqui 

examinados, apresentaram carga parasitária severa, o que provavelmente ocorreu, devido à 

falha na resposta imune celular local da pele que não desempenhou um controle eficiente na 

replicação da Leishmania sp, conforme relatado por Calabresse et al. (2010) e Menezes-Souza 

et al. (2011). Esta alta carga parasitária observada, relaciona-se a fase crônica de 

desenvolvimento da doença nos pacientes acometidos, confirma citado por Reis et al. (2006). 

A presença da carga parasitária moderada e severa nas amostras de pele íntegra, 

auxiliam na comprovação que a pele mesmo ausente de lesões macroscópicas, pode albergar 

um grande número de parasitas e atuar como fonte de transmissão aos vetores flebotomineos, 

conforme citado por Tafuri et al. (2004) e Laurenti et al. (2013).  

Ainda com relação à pele íntegra, um grande número de formas amastigotas do 

parasito, podem estar localizados, principalmente ao redor do folículo piloso e do plexo 

vascular na derme. Isto ajuda a comprovar que a disseminação pode ocorrer por via 
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sanguínea, existindo um tropismo da L. infantum pelo tecido cutâneo, conforme citação de 

Sollano-Galego et al. (2004). 

No que diz respeito à carga parasitária e ao encontro de formas amastigotas de L. 

infantum nas lesões cutâneas ulcerativas neste estudo, elas foram facilmente visibilizadas em 

todas as avaliações semiquantitativas do parasitismo, divergindo de Torres-Neto et al. 

(2008b), que não observaram L. infantum  em animais com dermatopatia ulcerativa. 

 Ainda referente ao padrão dermatológico ulcerativo, houve predominância da carga 

parasitária severa, em relação ao parasitismo moderado e leve, resultados semelhantes foram 

obtidos por Giunchetti et al., (2006), avaliando cães sintomáticos e assintomáticos infectados 

pela L. infantum. Contudo, a relação entre a carga parasitária e a severidade das lesões 

cutâneas observadas macroscopicamente não foi evidenciada por Saridomichelakis et al. 

(2007), o que diverge  dos nossos resultados.  

 

4 CONCLUSÃO 

 

Diante do exposto, conclui-se que a técnica de imuno-histoquímica permitiu a 

quantificação da carga parasitária, reforçando a importância da pele como reservatório de 

formas amastigotas de L. infantum, com destaque para a pele íntegra que mesmo sem lesão 

macroscópica pode favorecer a transmissão da doença.  
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A B 

Figura 1: Fotomicrografias da pele de cães naturalmente infectados por L. infantum.  

 

Figura 1A: Derme lesionada com padrão dermatológico ulcerativo em cão com carga 

parasitária severa, submetido à técnica da imuno-histoquímica pela estreptoavidina-

peroxidase. Presença de inúmeras formas amastigotas intracitoplasmáticas. Macrófagos 

repletos de formas amastigotas de L. infantum reveladas pela IHQ. Seta vermelha. LSAB. 

DAB.50µm.  

Figura 1B: Derme lesionada em cão com carga parasitária leve, submetido à técnica da 

imuno-histoquímica pela estreptoavidina-peroxidase. Presença de raras formas amastigotas 

de L. infantum. Seta vermelha. LSAB. DAB. 50µm.  
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AVALIAÇÃO QUANTITATIVA DO INFILTRADO INFLAMATÓRIO DA PELE DE 

CÃES COM INFECÇÃO NATURAL POR Leishmania (Leishmania) infantum 

(NICOLE, 1908) UTILIZANDO MARCADORES PARA LINFÓCITOS T, 

MACRÓFAGOS E MOLÉCULAS DE MHC II 
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Avaliação quantitativa do infiltrado inflamatório da pele de cães com infecção natural 

por Leishmania (Leishmania) infantum (Nicole, 1908) utilizando marcadores para 

linfócitos T, macrófagos e moléculas de MHC II 

Quantitative evaluation of the inflammatory infiltrate in the skin of dogs naturally infected 

with Leishmania (Leishmania) infantum (Nicole, 1908) using markers for lymphocytes T, 

macrophages, and MHC II molecules 
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RESUMO 

A Leishmania infantum multiplica-se inicialmente na pele, onde as células do infiltrado 

inflamatório, como macrófagos, linfócitos e plasmócitos são requeridas e atuam 

desempenhando uma resposta imunoregulatória, resultando no surgimento dos sinais clínicos, 

principalmente as lesões dermatológicas. O objetivo deste trabalho foi realizar uma avaliação 

quantitativa do infiltrado inflamatório na pele de cães com infecção natural por L. infantum, 

utilizando marcadores para linfócitos T, macrófagos e moléculas de MHC II pela técnica de 

imuno-histoquímica. Fragmentos de pele íntegra (PI) e lesionada (PL) foram coletados de 

cães com diagnóstico parasitológico e sorológico positivos e processados para histopatologia 

e imuno-histoquímica, utilizando o complexo estreptoavidina-peroxidase para avaliação da 

carga parasitária e quantificação celular, utilizando o anticorpo anti-CD3, anti-macrófago e 

anti-MHC II. O infiltrado inflamatório granulomatoso foi observado em 100% (13/13) das 

amostras de PI e em 76,92% (10/13) na PL, enquanto o piogranulomatoso foi evidenciado em 

23,07% (3/10) na PL. Com relação à intensidade do infiltrado inflamatório na PI, observou-se 

padrão leve em 38,43% (5/13), moderado em 38,43% (5/13) e severo em 23,07% (3/13).  Já 

com relação a PL, o padrão inflamatório severo predominou em 84,61% (11/13), enquanto o 

moderado foi identificado em apenas 15,38% (2/13), havendo desse modo diferença 

estatística entre os grupos (p=0,0017). Também houve diferença estatística (p=0,0238) com 

relação à carga parasitária, sendo evidenciado parasitismo severo em 46,15% (6/13) na PI, 

enquanto que na PL foi de 76,92% (10/13). Com relação a imunomarcação das moléculas do 

MHC II, foi observado padrão leve em 38,46% (5/13), moderada em 38,46% (5/13) e severa 

em 15,38% (2/13) na PI, enquanto na PL, a marcação foi severa em 76,92% (10/13) e 

moderada em 23,07% (3/13), também sendo observada diferença estatística entre os grupos 
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(p=0,0009). A quantificação dos macrófagos (p=0,0059) e das células CD3 (p=0,0425) 

também revelou diferença estatística entre a PI e PL. Em conclusão, a imunomarcação 

quantitativa dos linfócitos T (CD3), macrófagos e moléculas de MHC II foi determinada pela 

severidade da resposta inflamatória desempenhada na pele dos cães infectados, bem como 

pela carga parasitária, podendo atuar como método auxiliar para a caracterização clínica da 

Leishmaniose Visceral Canina. 

 

Palavras-Chave: Leishmaniose. Inflamação. Parasitismo. Imuno-histoquímica 

  

 

ABSTRACT 

 

Leishmania infantum initially multiplies in the skin, where cells from the inflammatory 

infiltrate, such as macrophages, lymphocytes, and plasmocytes, are required and perform an 

immunoregulatory response, which leads to the clinical signs, especially skin lesions. The 

objective of this study was to perform a quantitative evaluation of the inflammatory infiltrate 

in the skin of dogs naturally infected with L. infantum using immunohistochemical analysis 

with markers for T lymphocytes, macrophages, and MHC II molecules. Fragments of intact 

and damaged skin were collected from dogs with a positive parasitological and serological 

diagnosis and submitted for histopathological and immunohistochemical analysis using 

streptavidin-peroxidase complex to evaluate parasite load and cell quantification using anti-

CD3, anti-macrophage, and anti-MHC II antibodies. A granulomatous inflammatory infiltrate 

was observed in 100% (13/13) of PI and 76.92% (10/13) of PL samples, while a 

pyogranulomatous infiltrate was found in 23.07% (3/10) of PL. Regarding inflammatory 

infiltrate, there was light density in 38.43% (5/13), moderate in 38.43% (5/13), and a high 

density in 23.07% (3/13) of PI samples. In PL samples, a high density was predominant in 

84.61% (11/13), while a moderate density was identified in only 15.38% (2/13), resulting in a 

statistical difference between groups (p=0.0017). There was also a statistical difference 

(p=0.0238) regarding parasite load, where severe parasite density was predominant in 46.15% 

(6/13) of PI and 76.92% (10/13) of ulcerated PL. Immunostaining of MHC II molecules was 

minimal 38.46% (5/13), moderate 38.46% (5/13), and severe 15.38% (2/13) in PI, while in 

PL, staining was severe in 76.92% (10/13) and moderate in 23.07% (3/13), also indicating a 

statistical difference between PI and PL (0.0009). The quantification of macrophages 

(p=0,0059) and CD3 cells (0,0425) also revealed statistically significant differences between 

PI and PL. In conclusion, the severity of parasite load and inflammatory response in the skin 

of infected dogs, which determines the quantitative immunostaining of T lymphocytes (CD3), 

macrophages, and MHC II molecules, which can act as an auxiliary method for clinical 

characterization of Canine Visceral Leishmaniasis. 

 

Keywords: Leishmaniasis. Inflammation. Parasitism. Immunohistochemistry. 

 

 

 



47 

 

1 INTRODUÇÃO 

A pele dos cães desempenha importante papel na infecção por Leishmania infantum. 

Sendo assim, o parasitismo cutâneo e a severidade das lesões cutâneas, estão diretamente 

associadas à resposta imune do animal, não ocorrendo a mesma intensidade durante a 

evolução da doença (SANTOS, BADARÓ, FREITAS, 2004; BRACHELENTE et al., 2005; 

GIUNCHETTI et al., 2006).  

Entre as lesões dermatológicas, com maior frequência destacam-se aquelas alopécicas 

e descamativas, caracterizando a dermatite esfoliativa, seguida da dermatite ulcerativa. Menos 

frequentemente observadas, encontram-se a dermatite nodular e pustular (FERRER et al., 

1988; SOLANO-GALLEGO et al., 2004; PAPADOGIANNAKIS et al., 2005). 

As alterações estruturais observadas na pele de cães infectados por L. infantum, variam 

de infiltrado inflamatório local ou difuso na derme, com presença de formas amastigotas 

dentro dos macrófagos, linfócitos e plasmócitos (SANTOS; BADARÓ; FREITAS, 2004; 

SOLANO-GALLEGO et al., 2004; BANETH et al., 2008), e  neutrófilos, caracterizando o 

processo piogranulomatoso (BANETH et al., 2008). 

O estudo da resposta imune na pele de cães infectados por L. infantum e sua 

associação com níveis distintos de parasitismo tecidual e a progressão clínica da 

Leishmaniose Visceral Canina (LVC), podem auxiliar na busca de novas descobertas com 

consequente elucidação quanto aos mecanismos de progressão e proteção durante a infecção 

(KEMP; THEANDER; KHARAZMI, 1996; REIS et al., 2009).  

O objetivo deste trabalho foi avaliar quantitativamente o infiltrado inflamatório na 

pele de cães com infecção natural por Leishmania infantum, utilizando marcadores para 

linfócitos T, macrófagos e moléculas de MHC II pela técnica de imuno-histoquímica.  

 

2  MATERIAL E MÉTODOS 

2.1 ANIMAIS  

Para a realização do experimento foram utilizados 13 cães com idade, raça e sexo 

variados, provenientes dos Centros de Vigilância Ambiental dos municípios de Petrolina 

(9°23'39''S, 40°30'35''O) e Goiana (7°34'19''S, 35°0'7''O) no estado de Pernambuco. Para 

execução do experimento, todos os procedimentos invasivos foram realizados mediante 
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aprovação da Comissão de Ética para Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal Rural 

de Pernambuco, segundo licença 010/2011. 

O diagnóstico da LVC foi realizado pelo método parasitológico direto por meio da 

citologia esfoliativa da pele lesionada e biopsia de medula óssea, bem como pelo teste 

sorológico de imunoadsorção enzimática (ELISA). 

 

2.2 ANÁLISE HISTOPATOLÓGICA DA PELE 

 

Os fragmentos de pele íntegra e lesionada, preferencialmente na região da escápula e 

de pele lesionada com padrão dermatológico ulcerativo, foram coletados com auxílio de 

punch quatro milímetros (mm), sendo em seguida acondicionadas em frascos individuais 

contendo solução de formol tamponado 10% por 48 horas para fixação e posteriormente 

acondicionados em solução de álcool etílico 70%. Posteriormente estas amostras foram 

submetidas à desidratação, clarificação e incluídas em parafina. Cortes de cinco micrômetros 

(μm) foram realizados em micrótomo e posteriormente coradas com Hematoxilina-Eosina 

(HE).  

A avaliação do infiltrado inflamatório quanto ao padrão e população de células, foi 

realizado segundo Solano-Gallego et al. (2004), a saber: (-) ausência de infiltrado 

inflamatório, (+) presença de focos isolados de células inflamatórias; (++) presença de focos 

agregados de infiltrado inflamatório; (+++), áreas difusas de infiltrado inflamatório. As cruzes 

foram substituídas pelos seguintes escores: 0, 1, 2 e 3 respectivamente.  

 

2.3 IMUNOMARCAÇÃO CELULAR DE LINFÓCITOS T (CD3), MACRÓFAGOS E 

MOLÉCULAS DE MHC II  

 

A imunomarcação foi realizada utilizando o complexo estreptoavidina-peroxidase 

(Labelled-Streptavidina-Biotina-LSAB) para detecção de formas amastigotas da Leishmania 

infantum, segundo Tafuri et al. (2004), bem como para a imunomarcação celular de linfócitos 

T (CD3), macrófagos e moléculas de MHC II.  

Os anticorpos utilizados na imuno-histoquímica, bem como as diluições e os 

tratamentos térmicos para a recuperação antigênica, encontram-se listados na Tabela 1. 
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Após o resfriamento, os cortes foram submetidos ao bloqueio da peroxidase endógena, 

utilizando-se peróxido de hidrogênio 3% diluído em metanol para os anticorpos anti-CD3 e 

anti-MHC II. Já para o anticorpo anti-macrófago, utilizou-se o peróxido de hidrogênio a 8% 

também diluído em metanol. 

 

Tabela 2: Anticorpos, diluição e recuperação antigênica realizados nos fragmentos de peles de 

cães naturalmente infectados pela L. infantum através da técnica de imuno-histoquímica. 

Anticorpo Diluição  Recuperação Antigênica 

  

Anti-CD3 

Policlonal (A0452) 

 

1:100 

(BSA 1%) 

 

Microondas, três ciclos de cinco minutos em  

solução citrato (ph 6,0). 

 

Anti-macrófago 

MAC 387 (M0747) 

1:100 

(Diluente de 

anticorpo-Dako, 

S3022, CA, USA) 

Panela de pressão tipo Pascal (Dako, USA), 

durante 5 minutos após atingir a pressão em 

solução citrato (ph 6,0). 

 

 

Anti-MHC II 

TAL 1B5 (M0746) 

1:200  

(Diluente de 

anticorpo-Dako, 

S3022, CA, USA). 

Steamer Cuis (Biocare Medical, DC 2002) 

97°C por 30minutos, em solução citrato (ph 

6,0). 

 

O bloqueio das reações inespecíficas foi realizado com Bacgroud Sniper (BS966L) para 

o anticorpo anti-macrófago e para os demais anticorpos, utilizou-se o leite em pó desnatado a 

6%. Os cortes foram incubados em câmara úmida 4°C, over night e posteriormente foram 

lavados em solução salina tamponada (PBS). Como sistema de detecção, utilizou-se o 

polímero marcado Envision (Kit Envision + Dual Link System, K4061, Dako, CA, USA), 

para o anticorpo anti-MHC II. Com relação aos demais anticorpos, foi utilizado o Kit LSAB 

(KO690, Dako, CA, USA). A visualização da reação foi realizada utilizando a solução de 3,3 

diaminobenzina (DAB) (Dako, K3468) e na sequência os cortes foram submetidos à 

contracoloração com Hematoxilina de Harris.  

Amostras de pele de cães hígidos foram utilizadas como controles positivos e negativos 

para os anticorpos anti-macrófago e anti-MHC II, sendo os controles negativos tratados com 

Universal Negative Control Mouse (Biocare Medical, NC494H). Já para o anticorpo anti-

CD3, foram utilizados cortes de linfonodos tratados com PBS. 
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A avaliação quanto à reatividade do MHC II foi realizada por microscopia, 

considerando-se a sua presença e distribuição no corte, seguindo o escore: (0), ausente; (1) 

escasso - imunomarcações isoladas e aleatoriamente distribuídas; (2), moderado - 

imunomarcações em grupos com distribuição multifocal e (3), acentuado - imunomarcações 

difusas por todo o corte, segundo o descrito por Beretta (2011).  

A contagem da marcação dos macrófagos e linfócitos T foi realizada por morfometria, 

contando-se cinco campos aleatórios no aumento de 400X. 

 

2.4 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

Os dados obtidos foram analisados utilizando-se o teste não paramétrico de Mann-

Whitney, através do software BioEstat 5.0 (AYRES et al., 2007), considerando 

estatisticamente significativo p ≤ 0,05. A confecção dos gráficos Box plot, foi realizada 

através do software Medcalc. 

 

3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Nos animais avaliados quanto ao infiltrado inflamatório, foi possível identificar que na 

pele íntegra, 100% (13/13) das amostras apresentaram infiltrado inflamatório granulomatoso 

com presença de macrófagos, linfócitos e plasmócitos (Figura 1A e 1B), enquanto que na pele 

lesionada, o infiltrado inflamatório granulomatoso foi observado em 76,92% (10/13) e o 

piogranulomatoso em 23,07% (3/10), caracterizado pela presença de neutrófilos, além de 

macrófagos, linfócitos e plasmócitos.  

Os resultados aqui observados, são concordantes com aqueles relatados por Abranches 

et al. (1991); Solano-Gallego et al. (2001); Solano-Gallego et al. (2004) e Baneth et al. 

(2008) que observaram  reação inflamatória, caracterizada pela presença de um exsudato 

celular composto por macrófagos repletos de formas amastigostas, plasmócitos e linfócitos, 

tanto na pele lesionada como na íntegra, independente dos sinais clínicos presentes em 

animais com LVC.  

Na pele íntegra, houve predominância do padrão inflamatório leve em 38,43% (5/13) e 

moderado 38,43% (5/13), enquanto apenas 23,07% (3/13) dos cães, apresentaram padrão 

severo. 
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Já com relação à pele lesionada, o padrão inflamatório severo predominou em 84,61% 

(11/13) dos animais (Figura 1C e 1D), enquanto o moderado foi identificado em apenas 

15,38% (2/13) dos cães estudados, sendo observada diferença estatística entre a pele íntegra e 

lesionada (Figura A).  

 

Figura A: Box plot apresentando a mediana, percentis, valor máximo e mínimo dos escores 

referentes ao infiltrado inflamatório da pele de cães naturalmente infectados por L. infantum, 

submetida à técnica de imuno-histoquímica. Considerando-se p≤0,05. 

 

 

 

Tanto na pele íntegra quanto na pele lesionada, no padrão inflamatório leve foi 

possível identificar células difusas ao longo da derme superficial em pequena quantidade e 

mais frequentemente, distribuídas de modo localizado formando agregados (Figura 1B). No 

padrão moderado e severo, principalmente na pele lesionada, o infiltrado inflamatório 

apresentou distribuição difusa e uniforme, apresentando maior intensidade nas regiões 

perifoliculares, perivasculares e periglandulares (Figura 1C). Resultados semelhantes foram 

obtidos por Solano-Gallego et al. (2004); Costa et al. (2008) e Figueiredo et al. (2010).  

Com relação à avaliação da carga parasitária, o parasitismo severo foi predominante, 

tanto na pele íntegra como na pele lesionada. Na pele íntegra dos cães avaliados, a carga 

parasitária severa foi evidenciada em 46,15% (6/13), enquanto que na pele lesionada foi de 

76,92% (10/13), havendo diferença estatística entre os grupos avaliados (Figura B). 
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Figura B: Box plot apresentando a mediana, percentis, valor máximo e mínimo da carga 

parasitária da pele de cães naturalmente infectados por L. infantum, submetida à técnica de 

imuno-histoquímica. Considerando-se p≤0,05. 

 

                   

 

  

Vale salientar que neste estudo, foi observada a presença de infiltrado inflamatório 

difuso e intenso na pele de cães com alta carga parasitária. Resultados semelhantes foram 

obtidos por Santos, Badaró, Freitas (2004) e Giunchetti et al. (2006). Isto reforça a ideia, de 

que quanto maior o parasitismo desempenhado pela L infantum, maior será a resposta 

inflamatória desenvolvida, como descrito por Solano-Galego et al. (2004). 

Ainda com relação à carga parasitária, Santos, Badaró, Freitas (2004), não 

evidenciaram a presença da L. infantum nas áreas com distribuição de infiltrado inflamatório 

localizado, discordando dos resultados aqui obtidos, uma vez que foi possível identificar as 

formas amastigotas do parasito, tanto distribuídas de modo difuso ao longo da derme, quanto 

em áreas isoladas do infiltrado inflamatório. 

Com relação à imunomarcação das moléculas do MHC II, apenas um animal com pele 

íntegra não obteve marcação, enquanto os demais apresentaram marcação leve 38,46% (5/13) 

(Figura 2A) e moderada 38,46% (5/13) e apenas 15,38% (2/13) dos cães apresentaram 

marcação severa.  
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No que diz respeito à pele lesionada, a imunomarcação do MHC II nos cães foi 

predominantemente severa 76,92% (10/13), enquanto que 23,07% (3/13) apresentaram 

marcação moderada. (Figura 2B). Dessa forma, houve diferença estatística entre a pele íntegra 

e lesionada (Figura C).  

 

Figura C: Box plot apresentando a mediana, percentis, valor máximo e mínimo dos escores 

referentes à imunomarcação das moléculas de MHC II na pele de cães naturalmente 

infectados por L. infantum, submetida à técnica de imuno-histoquímica. Considerando-se 

p≤0,05. 

 

                    

 

A expressão das moléculas de MHC II aqui observada, ocorreu de modo diferente, 

apresentando maior intensidade na pele lesionada. Segundo Papadogiannakis et al. (2005), 

isso pode ser justificado, devido à alteração do perfil de citocinas que surgem de acordo com 

o infiltrado inflamatório presente. 

A pele lesionada apresentou uma maior expressão das moléculas de MHC II, bem 

como maior severidade quanto ao infiltrado inflamatório. A intensa resposta inflamatória, 

neste caso, promoveu maior ativação celular mediada pelo MHC II. Porém, a presença da 

carga parasitária severa, sugere alteração quanto à resposta imune celular desempenhada no 

controle do parasito, como citado por Menezes-Souza et al. (2012).  
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No que concerne à imunomarcação dos macrófagos, apenas um cão não apresentou 

marcação na pele íntegra e outro animal não apresentou marcação na pele lesionada.  

De modo geral, a marcação dos macrófagos ocorreu preferencialmente ao longo da 

derme superficial e menos intensamente na derme profunda (Figura 2C e 2D). Sendo possível, 

evidenciar diferença estatística entre a pele lesionada e a pele íntegra (Figura D). 

 

Figura D: Box plot apresentando a mediana, percentis, valor máximo e mínimo da 

imunomarcação dos macrófagos na pele de cães naturalmente infectados por L. infantum, 

submetida à técnica de imuno-histoquímica. Considerando-se p≤0,05.  

 

 

              

 

 

Foi possível observar que os fragmentos de pele lesionada dos cães aqui examinados, 

apresentaram infiltrado inflamatório com maior quantificação de macrófagos associado à alta 

carga parasitária, concordando com as observações de Santos, Badaró, Freitas (2004) e Reis et 

al. (2009),  os quais observaram parasitismo na pele dos animais infectados pela L.  infantum 

normalmente associado ao processo inflamatório, sendo possível encontrar infiltrados de 

macrófagos normalmente associados à carga parasitária severa, com presença de infiltrado 

inflamatório localizado ou generalizado.  
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Vale salientar, que a determinação da carga parasitária ocorre não somente pela 

presença dos macrófagos no foco da infecção, mas sim devido à qualidade da atividade 

leishmanicida desempenhada pelos macrófagos que podem atuar apenas como células 

transportadoras do parasito sem promover a sua eliminação (SARIDOMICHELAKIS et al. 

2007). 

 O padrão de marcação das células CD3 pela imuno-histoquímica, ocorreu tanto de 

modo difuso e mais intenso, principalmente na pele lesionada (Figura 3B), quanto de modo 

focalizado, principalmente nas áreas com maior presença de infiltrado inflamatório (Figura 

3C). A imunomarcação das células CD3 foi quantitativamente superior na pele lesionada em 

relação à pele íntegra, revelando diferença estatística (Figura E).  

 

Figura E: Box plot apresentando a mediana, percentis, valor máximo e mínimo da 

imunomarcação das células CD3 na pele de cães naturalmente infectados por L. infantum, 

submetida à técnica de imuno-histoquímica. Considerando-se p≤0,05.  

 

 

 

A intensa ativação das células CD3 aqui observada, tanto na pele íntegra como na pele 

lesionada, reforçam que a participação dessas células é importante na resposta inflamatória 

desencadeada pela L. infantum, assim como os macrófagos, sendo ativadas devido à interação 

com as moléculas do MHC II e de citocinas produzidas, conforme descrito por Antoine et al. 

(1991).  
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Neste estudo desenvolvido, a intensidade da imunomarcação das moléculas de MHC 

II, bem como dos macrófagos e células CD3 na pele, ocorreu juntamente com a intensidade da 

reação inflamatória crônica, tanto na pele íntegra quanto na pele lesionada, corroborando com 

a descrição de Santos, Badaró, Freitas (2004) e Giunchetti et al. (2006). Esta maior 

quantificação celular pode ainda ser justificada, devido à presença da carga parasitária severa, 

o que consequentemente leva ao maior afluxo de células inflamatórias, como descrito por 

Coura-Vital et al. (2011).  

Entretanto, estes resultados divergem dos observados por Saridomichelakis et al. 

(2007),  que não obtiveram correlação positiva entre a densidade parasitária e severidade das 

lesões macroscópicas e do infiltrado inflamatório. 

Na pele íntegra dos animais que apresentaram infiltrado inflamatório leve, houve 

menor intensidade da marcação do MHC II, bem como reduzido número de células marcadas 

pelo CD3 e uma menor quantidade de macrófagos. Esta ausência de lesões macroscópicas 

pode estar relacionada à imunocompetência apresentada pelo hospedeiro ou devido à fase 

inicial de desenvolvimento da doença, associado à recente inoculação do parasito, já que não 

foi possível observar a presença de lesões macroscópicas cutâneas, mesmo diante da presença 

e multiplicação do parasito na pele, como relatado por Solano-Gallego et al. (2004).  

 

 

4 CONCLUSÃO 

 

Conclui-se que a imunomarcação quantitativa dos linfócitos T (CD3), macrófagos e 

moléculas de MHC II foi determinada pela severidade da resposta inflamatória desempenhada 

na pele dos cães infectados, bem como pela carga parasitária, podendo atuar como método 

auxiliar para a caracterização clínica da Leishmaniose Visceral Canina. 
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Figura 1: Fotomicrografias da pele de cães naturalmente infectados por L. infantum. 

 

Figura 1A: Infiltrado inflamatório granulomatoso leve na pele íntegra. Setas. H. E. 200µm. 

Figura 1B: Infiltrado inflamatório focal, perifolicular, perivascular e periglandular na pele 

íntegra. Estrela. H. E. 50µm. 

Figura 1C: Infiltrado inflamatório severo e difuso na derme de pele lesionada ulcerada. 

Estrela. H.E. 200µm. 

Figura 1D: Infiltrado inflamatório granulomatoso com presença de macrófagos, linfócitos e 

plasmócitos na pele lesionada ulcerada. Setas. H. E. 50µm. 
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Figura 2: Fotomicrografias da pele de cães naturalmente infectados por L. infantum 

submetidos à técnica de imuno-histoquímica. 

 

Figura 2 A: Discreta imunomarcação positiva anti-MHC II na região perifolicular, 

perivascular e periglandular da derme de pele íntegra. Setas. IHQ. Envision. DAB. 50µm. 

Figura 2 B: Moderada marcação positiva anti-MHC II na derme superficial e região 

perianexial da pele lesionada ulcerada. Setas. IHQ. Envision. DAB. 200µm. 

Figura 2 C: Discreta imunomarcação positiva anti-macrófago na derme da pele íntegra. 

Setas. IHQ. LSAB. DAB. 50µm. 

Figura 2 D: Intensa marcação positiva anti-macrófago na derme da pele lesionada 

ulcerada. Setas. IHQ. LSAB. DAB. 50µm. 
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Figura 3: Fotomicrografias da pele e linfonodo de cães naturalmente infectados por L. 

infantum submetidos à técnica de imuno-histoquímica. 

 

Figura 3 A: Discreta imunomarcação positiva anti-CD3 na derme de pele íntegra. IHQ. 

LSAB. DAB. 50µm. 

Figura 3 B: Intensa marcação positiva anti-CD3 na derme de pele lesionada ulcerada. 

IHQ. LSAB. DAB. 50µm. 

Figura 3 C: Infiltrado de células positivas para anti-CD3, perivascular, na derme de pele 

íntegra. IHQ. LSAB. DAB. 50µm. 

Figura 3 D: Controle positivo, mostrando a marcação para anti-CD3 em linfonodo de cão 

hígido. IHQ. LSAB. DAB. 50µm. 
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5 CONCLUSÕES GERAIS 

 

A técnica de imuno-histoquímica permitiu a quantificação da carga parasitária, 

reforçando a importância da pele como reservatório de formas amastigotas de L. infantum, 

com destaque para a pele íntegra que mesmo sem lesão macroscópica, pode favorecer a 

transmissão da doença. 

A imunomarcação quantitativa dos linfócitos T (CD3), macrófagos e moléculas de 

MHC II foi determinada pela severidade da resposta inflamatória desempenhada na pele dos 

cães infectados, bem como pela carga parasitária, podendo atuar como método auxiliar para a 

caracterização clínica da Leishmaniose Visceral Canina.  

 

 


