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RESUMO 

KONDO, Kris Régia Juliani Kondo, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, 

agosto de 2008. Análise histomorfométrica da matriz extracelular do 
linfonodo poplíteo de cães naturalmente infectados por Leishmania (L.) 

chagasi. Orientador: Cláudio César Fonseca. Co-orientadores: Sérgio Luís 

Pinto da Matta e Marlene Isabel Vargas Vilória. 

 

As espécies do gênero Leishmania são protozoários que alternativamente 

parasitam seus vetores flebotomíneos e os macrófagos dos mamíferos. Os 

parasitos depositados na pele do mamífero pelo flebótomo infectado 

ultrapassam a matriz extracelular (MEC) para em seguida migrarem para 

outros órgãos. A MEC é um complexo estrutural que envolve e dá suporte às 

células presentes nos tecidos, sendo composta principalmente por 

glicosaminoglicanas (GAGs), proteínas colagenosas e moléculas adesivas, 

permitindo-a exercer importantes funções relacionadas à adesão, migração e 

reconhecimento de micro ambiente. Este estudo teve como objetivo investigar 

as alterações do sistema colágeno da matriz extracelular e quantificar 

elementos constitutivos do linfonodo poplíteo de cães naturalmente infectados 

por Leishmania chagasi. Foram selecionados 22 cães do Centro de Controle de 

Zoonozes – São Luís/MA, sorologicamente positivos para leishmaniose visceral 

canina (LVC), e dez cães não infectados, tomados como grupo padrão, 

procedentes do Hospital Veterinário da Universidade Federal de Viçosa/MG. O 

estudo do sistema colágeno deu-se através da técnica Picrosirius Polarização 

(PSP). A análise da matriz extracelular do linfonodo poplíteo de cães infectados 

mostrou que ocorrem alterações severas no sistema colágeno, nas quais o 

colágeno tipo III é gradativamente substituído por colágeno do tipo I. O exame 

histopatológico revelou como principal achado uma linfadenopatia difusa nos 

animais portadores de LVC. As análises quantitativas morfométricas mostraram 

que ocorre aumento na espessura da cápsula e seio subcapsular do linfonodo 

do grupo infectados. Dentre os demais achados, verificou-se significativas 

alterações na região medular do linfonodo poplíteo de cães naturalmente 

infectados por Leishmania (L.) chagasi. Estes resultados demonstram que cães 
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infectados por Leishmania apresentam degradação dos constituintes da MEC e 

conseqüente desorganização do arcabouço linfóide. 
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ABSTRACT 

KONDO, Kris Régia Juliani Kondo, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, 

agosto de 2008. Histomorphometric analysis of the extracellular matrix 
of popliteal lymph nodes from dogs naturally infected by Leishmania 

(L.) chagasi. Adviser: Cláudio César Fonseca. Co-Advisers: Sérgio Luís 

Pinto da Matta and Marlene Isabel Vargas Vilória. 

 

The species of the gender Leishmania are protozoas that alternatively parasites 

the phlebotomines vectors and the macrophages of the mammals. The 

parasites deposited in the skin of the mammal by the infected phlebotomine 

exceed the extracellular matrix (ECM) for after migrate for other organs. The 

MEC is one structural complex that involves and gives support to the cells found 

in the tissue, being composed mainly by glycosaminoglycans (GAGs), 

collagenous proteins and adhesive molecules that allow it to exert important 

functions related to the adhesion, migration and recognition of surrounding 

microenvironment. This study had as objective to investigate the alterations of 

the collagen system of the extracellular matrix and to quantify the constitutive 

elements of the popliteal lymph nodes from dogs naturally infected by 

Leishmania chagasi. Twenty two dogs serum positive for canine visceral 

leishmaniosis (CVL) had been selected, from the Zoonoses Control Center - 

São Luís/MA, and ten not infected dogs taken as control group, originally from 

the Veterinary Hospital of University Federal of Viçosa/MG. The study of the 

collagen system was given through the technique of Picrus Sirius Red. The 

analysis of the extracellular matrix of the popliteal lymph nodes of infected dogs 

showed that severe alterations occur in the collagen system, in which collagen 

type III gradually is substituted by collagen of type I. The histopathologic studies 

show as main finding a diffuse linphadenopathy in carried animals of CVL. The 

quantitative morphometrics analysis had shown that occur an increase in the 

thickness of the capsule and of the subcapsular sinuses in the lymph nodes of 

infected group. Amongst the other findings, was verified significant alterations in 

the medullar region of the popliteal lymph nodes from dogs naturally infected by 

Leishmania (L.) chagasi. These results demonstrate that dogs infected by 
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Leishmania present degradation of the constituents of ECM and consequence 

desorganization of lymphoid architecture. 
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1. INTRODUÇÃO GERAL 
 
1.1. Considerações gerais sobre a leishmaniose 

 

O perfil epidemiológico da Leishmaniose visceral vem sofrendo 

modificações ao longo dos anos. Inicialmente a doença mantinha um perfil 

rural, de transmissão peridomiciliar, onde as crianças eram as mais 

acometidas, daí denominada "calazar infantil". A adaptação de determinados 

flebotomíneos a ambientes alterados pelo homem também tem contribuído 

para isto (CAMPINO, 2002). Como conseqüência, o homem, passou a ser um 

hospedeiro acidental desta doença que até então estava restrita ao ambiente 

silvestre (MENDES et al., 2002). No Brasil, a grande mobilidade social 

observada nas últimas décadas e a descontinuidade dos programas de 

controle e combate aos vetores das grandes endemias favoreceu o 

ressurgimento das leishmanioses em várias cidades (ASHFORD, 2000). 

 Trata-se da sexta endemia tropical em incidência, com prioridade de 

controle epidemiológico para a Organização Mundial de Saúde (OMS). Estima-

se que a população mundial exposta ao risco de adquirir a doença seja de 350 

milhões de indivíduos e destes, aproximadamente 12 a 14 milhões de pessoas 

estejam infectadas (DESJEUX, 1992; WHO, 2000). A OMS prevê uma 

incidência anual da infecção ou doença em torno de 1 a 1,5 milhões, com 

500.000 novos casos para leishmaniose visceral e leishmaniose cutânea 

(WHO, 2000).  

  No Brasil a leishmaniose visceral (LV) ocorre de forma endêmica em 

vários estados, porém o maior número de casos concentra-se na região 

Nordeste, principalmente nos estados do Piauí, Maranhão, Ceará e Bahia 

onde foram registrados 94% dos casos desde o início da década de 80 

(FUNASA, 1999).  
A LV é endêmica em muitas regiões do Brasil. Atualmente várias 

cidades como Belo Horizonte-MG, Rio de Janeiro-RJ, Salvador-BA, Teresina-

PI, São Luís-MA, dentre outras, enfrentam epidemia da doença com 

crescentes relatos de urbanização das leishmanioses, mostrando que a 

doença deixou de ter somente um caráter rural. A maior preocupação e 

agravante encontra-se na possibilidade do cão assintomático, que tem seu 
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contato cada dia mais próximo e íntimo com seres humanos, atuar como 

reservatório da doença, pondo em risco a estes indivíduos que estão ao seu 

redor.  

O Estado do Maranhão constituído de 217 municípios vem 

apresentando índices alarmantes de leishmaniose visceral humana e canina 

(GUIMARÃES et al., 2005). Destaca-se no estado o município de São Luís, 

que desde 1982 apresenta-se como uma área de maior endemia no estado 

(COSTA et al., 1995), sendo considerado como área hiperendêmica de 

leishmanioses e a cada ano tem-se constatado aumento da casuística das 

formas cutânea e visceral (Ministério da Saúde, 2006). 

A maioria das informações sobre o mecanismo regulatório que culmina 

com a resistência ou susceptibilidade à leishmaniose tem sido feita através de 

reprodução da doença em camundongos (LOCKSLEY e LOUIS, 1992). Na 

leishmaniose humana, entretanto, parâmetros como o meio ambiente ou a rota 

de infecção podem ser importantes para o entendimento desta doença (KEMP 

et al., 1996). Desta forma, o cão tem sido utilizado como modelo experimental 

na tentativa de superar as condições laboratoriais uma vez que estas não 

sofrem influências dos fatores ambientais. (PINELLI et al., 1994).  

 

2. REVISÃO DE LITERATURA 
 

2.1. O Parasito Leishmania 

 
As leishmanioses são um conjunto de síndromes complexas e 

multifacetadas que acometem o homem e os animais, causadas por 

protozoários da ordem Kinetoplastidae, incluídos na família Trypanossomatidae 

e no gênero Leishmania (LAINSON e SHAW, 1987). As leishmanioses são 

transmitidas por dípteros da subfamília Phlebotominae conhecidos como 

birigui, mosquito-palha, cangalhinha e outros, sendo que apenas as fêmeas 

são hematófagas. Dois gêneros são incriminados como vetores das 

leishmanioses: o gênero Phlebotomus e o Lutzomyia (KILLICK-KENDRIC, 

1987). Cada espécie de Leishmania está adaptada a um número restrito de 

vetores e reservatórios, o que determina características próprias para o ciclo de 

transmissão de cada espécie (LAINSON et al., 1994). Leishmania apresentam-
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se sob duas formas principais: amastigota e promastigota. As amastigotas são 

parasitas de células do sistema fagocítico monocitário (SFM) e as formas 

promastigotas apresentam flagelos sendo encontradas no tubo digestivo dos 

flebotomíneos (BATES, 1994; PEARSON e SOUSA, 1996).  

Os membros deste gênero são protozoários intracelulares obrigatórios 

que proliferam no interior de células tais como o macrófago (WHO, 1990; 

SACKS et al., 1993). De acordo com Chang et al. (1990) as amastigotas de 

Leishmania sobrevivem e se reproduzem no fagolisossoma de macrófagos em 

pH 4,5. As amastigotas se protegem neste meio extremamente ácido graças a 

uma ATPase transportadora de próton que mantém o ambiente intracelular do 

parasita em um pH de 6,5. Após a sua introdução no mamífero pelo vetor, as 

promastigotas ligam-se aos macrófagos através de diversos receptores 

celulares (TANNER, 1996).  

A interação com o complemento é considerada o episódio chave no 

estabelecimento da Leishmania como parasito intracelular (SACKS et al., 

1993). O componente 3b do complemento (C3b) liga-se à superfície das formas 

promastigotas, subseqüentemente fagocitadas e envolvidas num vacúolo 

parasitóforo que se funde com os lisossomos (BRYCESON, 1996). Os 

parasitos sobrevivem à fagocitose e convertem-se em amastigotas no interior 

dos macrófagos não ativados por citocinas (PEARSON, 1993). As formas 

amastigotas multiplicam-se e rompem eventualmente o fagolisossomo, para 

infectarem em seguida outros fagócitos mononucleares (PEARSON e SOUSA, 

1996).  

As formas amastigotas que não penetram nos monócitos são 

destruídas, provavelmente por lise mediada pelo complemento (WHO, 1990), 

ativado pela via clássica ou alternativa (LOCKESLEY e LOUIS, 1992). O 

complemento tem, contudo, efeitos citotóxicos diferentes nas várias espécies, 

sendo a Leishmania major a mais susceptível e Leishmania donovani a mais 

resistente. Nas infecções com L. donovani, o papel biológico mais importante 

do complemento não será a lise do parasito, mas facilitar a fagocitose pelo 

macrófago (LOCKSLEY e LOUIS, 1992; TANNER, 1996). Além disso, a fixação 

do C3 na superfície do parasito favorece também sua sobrevivência, impedindo 

presumivelmente o desencadear da explosão respiratória por metabólitos 

tóxicos do oxigênio no interior do macrófago (SACKS et al., 1993).  



 

4 
 

O gênero Leishmania está dividido em dois subgêneros - Leishmania e 

Viannia , classificação esta tomada por base no local de desenvolvimento no 

intestino do inseto vetor. As espécies do subgênero Viannia desenvolvem-se 

no intestino posterior antes de migrarem para os intestinos médio e anterior. O 

subgênero Leishmania inclui as espécies que perderam o desenvolvimento 

mais primitivo no intestino posterior e que ocupam apenas os intestinos médio 

e anterior (KILLICK-KENDRICK, 1990; WHO, 1990; GRIMALDI e TESH, 1993; 

KETTLE, 1995). 

   

2.2. As Leishmanioses 
 

A expressão da Leishmaniose é variável e reflete as complexas 

interações da virulência da espécie ou estirpe infectante com a resposta imune 

do hospedeiro (WHO, 1990; PEARSON, 1993; CABRAL et al. 1998). O 

resultado revela-se por um espectro de efeitos que pode variar de uma 

infecção assintomática ou subclínica, passando por lesões cutâneas 

localizadas e destruição tardia de membranas mucosas, até o envolvimento 

generalizado do SFM (SACKS et al., 1993; PEARSON e SOUSA, 1996). 

Em função do caráter espectral das manifestações clínicas das 

leishmanioses muitos autores propõem uma classificação clínica, entretanto 

WHO (2000) divide e reconhece as leishmanioses em quatro grupos clínicos: 

cutânea, mucocutânea, cutânea difusa e visceral. 

 

2.3. Leishmaniose Visceral (LV)  
 

No Brasil a leishmaniose visceral (LV) é causada pela Leishmania 

chagasi, um protozoário intracelular obrigatório de células do Sistema 

Fagocítico Monocitário (SFM). Seu ciclo biológico é do tipo heteroxênico, 

envolvendo como transmissor as fêmeas de flebótomos da espécie Lutzomyia 

longipalpis, que ao picar um animal vertebrado infectado para exercer o 

repasto sangüíneo, ingere juntamente com o sangue células do SFM 

(macrófagos e leucócitos) parasitadas. Estas formas amastigotas transformam-

se em promastigotas, multiplicam-se rapidamente no trato intestinal do 

flebotomíneo e ganham extrema agilidade para serem novamente inoculadas 
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em um novo repasto sangüíneo sobre um hospedeiro não infectado (LAINSON 

e SHAW, 1987). 

A LV é considerada a forma mais grave das leishmanioses, que se 

caracteriza pela disseminação do parasito para todos os órgãos ricos em 

células SFM. No homem, a doença se manifesta clinicamente por febre 

irregular, hepatoesplenomegalia, adenopatias, anemia, leucopenia, 

hiperglobulinemia e emagrecimento progressivo, podendo ser fatal se não for 

tratada adequadamente (PEARSON e SOUSA, 1996). 

Cães naturalmente infectados por Leishmania chagasi, agente causal 

da leishmaniose visceral, desenvolvem tanto lesões viscerais quanto lesões de 

pele (SLAPPENDEL, 1988). Apesar do viscerotropismo natural da L. chagasi, 

lesões de pele são as maiores manifestações freqüentes da leishmaniose 

canina (FERRER et al., 1988). 

 

2.3.1 Aspectos imunológicos da Leishmaniose Visceral (LV) 
 

A resistência à infecção por Leishmania está relacionada com o 

desenvolvimento de linfócitos do tipo T help1 (Th1) específicas para antígenos 

do parasito após a infecção, enquanto que a susceptibilidade relaciona-se com 

a expansão de linfócitos do tipo T help 2 (Th2) (LOCKSLEY et al., 1987; 

HEINZEL et al., 1989). O microambiente inicial de citocinas encontrado pelo 

parasito no momento da infecção tem influência determinante no tipo de célula 

T CD4+ que será estimulada. Havendo interleucina-4 (IL-4) no microambiente, 

as células T CD4+ precursoras se diferenciam em Th2 e estas, pela produção 

de IL-4, inibem a expansão das células Th1 antígeno-específicas, e 

conseqüentemente a produção de IFN-γ. Além das citocinas os vários outros 

fatores existentes no microambiente que podem modular o processo de 

infecção por Leishmania são a interação com células apresentadoras de 

antígenos, que podem preferencialmente apresentar diferentes classes de 

antígenos, a influência de outros sinais co-estimuladores e, os mecanismos 

sinalizadores diferenciais usados pelas subclasses de linfócito T help (Th) e a 

sua ligação com os seus receptores (GRIMALDI e TESH, 1993). 
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2.3.2. Patologia da Leishmaniose Visceral (LV) 
 

Durante o repasto sanguíneo, os flebótomos infectados inoculam na 

pele do hospedeiro as formas promastigotas. Para que a infecção se 

estabeleça é necessário que essas formas penetrem no interior de células 

mononucleares e se transformem em formas amastigotas (BRAY e 

ALEXANDER, 1987).  As amastigotas inicialmente se multiplicam dentro de 

macrófagos da pele, onde ocorreu a inoculação do parasito. Posteriormente 

elas se disseminam através da corrente sanguínea para órgãos internos, tais 

como o baço, fígado e linfonodo, podendo desencadear alterações patológicas 

(PEARSON, 1993). Os indivíduos susceptíveis a LV falham em desenvolver 

uma resposta T específica contra a Leishmania e não apresentam reação de 

hipersensibilidade tardia aos antígenos parasitários. 

Histologicamente, na maioria dos órgãos, os macrófagos parasitados 

podem ser encontrados tanto de forma difusa como podem constituir 

granulomas e, às vezes, macrófagos parasitados podem estar associados a 

grandes quantidades de plasmócitos (RIDLEY, 1987). No fígado observa-se 

hipertrofia das células de Kupffer, as quais podem estar intensamente 

parasitadas. Na medula óssea, os macrófagos parasitados vão gradativamente 

substituindo o tecido hemocitopoiético. O baço pode apresenta cápsula 

espessa, intenso parasitismo e hipotrofia da polpa branca (REY, 2002).  

Assim como pesquisas com cães naturalmente infectados com L. 

chagasi (FERRER, 1992), estudos com cães experimentalmente infectados 

por L. chagasi, demonstraram que as principais alterações histológicas 

ocorreram em órgãos linfóides e tecido cutâneo. A maior delas foi a redução 

da população de linfócitos nas áreas paracortical dos linfonodos e tonsilas, e 

na bainha linfocitária periarteriolar do baço. Outra característica morfológica 

importante observada foi a hiperplasia nodular e o aumento de células 

plasmáticas nos nódulos linfóides dos linfonodos, tonsilas, placas de Peyer e 

nos nódulos esplênicos, todas essas áreas predominantemente linfócito B-

dependentes. Estes achados levam à conclusões que, através da infecção 

experimental, a LV canina apresente lesões semelhantes às observadas nos 

casos humanos. Os cães desenvolveram lesões cutâneas progressivas e 
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evidências de supressão da imunidade mediada por células (KEENAN et al., 

1984). 

 

2.4. Interações do parasito Leishmania e matriz extracelular do 
hospedeiro 

A adesão de microorganismos à superfície da célula do hospedeiro 

também é um importante passo para o estabelecimento de uma infecção e, 

normalmente esta adesão é mediada por proteínas de superfície do parasito e 

hospedeiro. As leishmanias têm em sua superfície duas glicoproteínas 

ancoradas em lipídios, que são componentes importantes na virulência deste 

parasito (MOSSER et al. 1987; MOSSER et al. 1992). Lipofosfoglicanos (LPG), 

um glicoconjugado descrito em promastigotas e amastigotas, é a principal 

molécula de superfície do parasito e foi relacionado com a entrada deste em 

macrófagos, podendo também ter uma função na sobrevivência intracelular, 

como inibidor da atividade macrofágica (PUENTES et al., 1988). O segundo 

glicoconjugado é o gp63, que é uma proteinase zinco dependente que cliva o 

complemento e algumas enzimas lisossomais ligadas a infectividade 

(BOUVIER et al. 1985; BOUVIER et al. 1987). O gp63 constitui 

aproximadamente 1% das proteínas totais de ambos os estágios. Trata-se de 

uma metaloprotease importante para a ligação do parasito aos macrófagos e 

que previne a sua degradação nos fagolisossomas (SANTOS-GOMES e 

ABRANCHES, 1996). A expressão de gp 63 aumenta à medida que as 

promastigotas vão das formas da fase logarítmica às da fase estacionária 

(infectantes); em culturas correlaciona-se com infecciosidade aumentada  in 

vitro, dos macrófagos (BLACKWELL, 1992). Verifica-se uma correlação direta 

entre a quantidade de gp63 e a virulência das promastigotas. A atividade 

proteolítica da gp 63é menos acentuada nas estirpes atenuadas. Alterações na 

estrutura de LPG estão também relacionadas com a virulência relativa 

(SANTOS-GOMES e ABRANCHES, 1996). As alterações da virulência 

observadas nas diferentes fases de crescimento ou após cultura prolongada 

acompanham o desenvolvimento de modificações bioquímicas e antigênicas 

nos parasitas (GRIMALDI e TESH, 1993). 

A maior parte das interações, de modo semelhante, envolve as 

proteínas da matriz extracelular (MEC) do hospedeiro. O tecido conjuntivo e as 
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membranas basais são as principais barreiras contra a invasão, disseminação 

e nutrição de parasitas. A secreção de enzimas proteolíticas pelo parasito é de 

fundamental importância na interação entre este e o hospedeiro. Esta interação 

inclui invasão e destruição do tecido do hospedeiro, habilidade do parasito em 

migrar para o local específico e ou estabelecer condições nutricionais que 

favoreçam o seu desenvolvimento (RHOADS e FETTERER, 1997). Existem 

citações de autores que relatam uma participação direta da matriz extracelular 

nos eventos iniciais da leishmaniose cutânea humana causada por L. 

braziliensis (ESTERRE et al., 1991). 

A MEC é composta principalmente por proteína colagenosa e 

glicosaminoglicanos (GAG) que formam grandes agregados através de 

ligações com proteínas, constituindo os proteoglicanos. As glicoproteínas 

fibronectina e laminina funcionam como moléculas de adesão através de 

ligações específicas para GAG, e para outras proteínas da matriz, além de 

moléculas de superfícies celulares, o que a permite exercer importantes 

funções relacionadas à adesão, migração ou reconhecimento do micro 

ambiente (RHOADS e FETTERER, 1997; JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2008). 

Além disso, as moléculas multifuncionais tais como as integrinas e fibronectina, 

presentes na matriz, têm a capacidade de interagir com vários outros 

componentes, apresentando, em especial, uma afinidade pelos fatores de 

crescimento e receptores celulares. 

Pesquisas têm mostrado que enzimas como as metaloproteinases 

podem modificar a função da matriz não somente pela degradação de 

proteínas da matriz, mas também por afetarem fatores de crescimento, 

citocinas e moléculas de adesão (YAMADA e KEMLER, 2002). 

Estudos recentes têm evidenciado a ocorrência de alterações da MEC 

em lesões cutâneas e em linfonodos drenantes causadas por Leishmania (L.) 

amazonensis em diferentes linhagens de camundongos (ABREU-SILVA et al., 

2004) 

Os tipos de colágeno mais conhecidos e de maior interesse em nossos 

estudos são: o colágeno tipo I, que possui as moléculas organizadas em duas 

cadeias alfa 1 (I) e uma cadeia alfa 2 (II), os tipos II e III que são constituídos 

por três cadeias idênticas, podendo ser representadas pelas fórmulas [α1 (II)]3 

e [α1 (III)]3, respectivamente. Estas cadeias são geneticamente distintas e 
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diferem na composição e seqüência de seus aminoácidos, bem como, no 

conteúdo de carboidratos (VON DER MARK e VON DER MARK, 1976). O 

colágeno tipo IV, na configuração de suas cadeias, pode ser representado pela 

fórmula [α1 (IV)]2 α2 (IV). Independente dos principais tipos de colágenos 

estarem constituídos por formação e interação de fibrilas, diversos outros 

subgrupos de colágenos não fibrilares já foram descritos na literatura (VAN 

DER REST e GARRONE, 1991). 

O colágeno do tipo I representa o mais comum dos colágenos, forma 

fibras grosseiras e está presente no tecido conjuntivo propriamente dito, osso, 

dentina e cemento. Já o tipo II de colágeno, forma fibras delgadas e está 

presente quase exclusivamente nas matrizes da cartilagem hialina e elástica. 

Por outro lado, o colágeno do tipo III, freqüentemente associado ao tipo I é 

denominado, também de fibra reticular. O colágeno do tipo IV não constitui 

fibras, estando presente nas lâminas basais, em que forma uma rede de 

moléculas de pró-colágeno mantidas unidas, e formando uma base de 

sustentação da lâmina basal. O colágeno do tipo V existe em pequena 

quantidade, e origina fibrilas muito delgadas, sendo encontrado associado com 

o colágeno do tipo I. O colágeno do tipo VII constitui pequenos agregados 

conhecidos como fibrilas de ancoragem, onde também dá sustentação à lâmina 

basal para os feixes subjacentes de fibras colágenas do tipo I e do tipo II. O 

colágeno tipo XI é encontrado nas cartilagens hialina e elástica, participando da 

estrutura das fibrilas de colágenos, juntamente com o colágeno tipo II 

(KIERSZEMBAUM, 2004).  

Abreu-Silva et al. (2004) demonstraram, em trabalhos com infecção 

experimental de camundongos com L. amazonensis, que na pele houve 

substituição do colágeno do tipo I pelo tipo III com o decorrer da infecção, com 

alterações da arquitetura normal deste órgão. 

A ocorrência do colágeno tipo III também foi demonstrada em 

granulomas de camundongos infectados com L. donovani (GOSH et al., 1999). 

Pesquisas feitas por Lira et al. (1997) constataram através de 

experimentos com formas promastigotas de L. (L.) mexicana que estas podiam 

se ligar ao colágeno tipo I, indicando que esta interação poderia ser importante 

na patogênese da infecção. 
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O uso de técnicas histoquímicas possibilitou o conhecimento da 

biologia dessa família de macro moléculas. Dentre essas técnicas, destaca-se 

o método do Picro Sirius sob luz polarizada, que muito tem contribuído para a 

compreensão da fisiologia e dos processos patológicos relacionados ao 

sistema colágeno. Esta técnica permite identificar alguns tipos de colágenos 

em cortes de tecidos fixados pela formalina e incluídos em parafina (MONTES 

et al., 1996). Além disso, tem sido empregada no estudo da degradação 

dessas proteínas (JUNQUEIRA et al., 1980; LUQUE e MONTES, 1989). 

 

2.5 Mecanismo fisiopatológico da leishmaniose visceral canina 
 
Características clínicas variam amplamente como conseqüência da 

interação entre os mecanismos de patogênese da estirpe infectante e da 

resposta imunitária do hospedeiro (PERSON, 1993; GREVELINK e LERNER, 

1996; HANDMAN, 2001; DAVIES et al., 2003). Esta última está relacionada 

principalmente com a genética do hospedeiro e com a imunossupressão. 

Dentre os fatores que causam imunossupressão estão as infecções virais, 

drogas imunossupressoras (ciclofosfamida e corticóides) e as deficiências 

nutricionais (PEREZ et al., 1979; SCHOTELIUS e GONÇALVES da COSTA, 

2000; SOUZA, 2002). Há também relatos de que as infestações por helmintos 

também podem contribuir para a exacerbação da infecção por Leishmania, 

uma vez que essas parasitoses induzem uma resposta do tipo Th2, o que 

conseqüentemente favoreceria o estabelecimento da infecção (SCHOTELIUS e 

GONÇALVES da COSTA, 2000). 

O período de incubação nas infecções naturais é de difícil 

estabelecimento, enquanto que nas infecções experimentais caninas foi 

observado um período bastante variável, podendo ser curto, em torno de três 

meses, até vários anos (CUNHA, 1938; RIOUX et al., 1979; GENARO, 1993). 

Na LVC a infecção pode evoluir para manifestações sistêmicas e crônicas, que 

culminam em morte na maioria dos casos. Em cães susceptíveis, a partir da 

infecção localizada na pele ocorre a disseminação do parasito por via linfática 

ou sangüínea, infectando macrófagos da medula óssea, dos linfonodos, do 

baço e do fígado, assim como dos rins e trato gastrointestinal, mais raramente 

do sangue periférico (CARDOSO e CABRAL, 1998).  
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Os sinais clínicos iniciais da doença são a hipertrofia dos linfonodos 

poplíteos e uma dermatite furfurácea descamante localizada ou difusa. 

Observa-se a opacidade dos pêlos, presença de alopecia, onicogrifose e 

edema de patas, são os sinais clínicos mais evidentes. Embora não estejam 

necessariamente presentes em todos os animais doentes, com freqüência 

ocorrem outros sinais como febre, coriza, apatia, epixtasia, diarréia e 

hemorragia intestinal, hepatoesplenomegalia, hiperqueratose, 

despigmentação, ulcerações cutâneas, particularmente no focinho, nas orelhas 

e ponta da cauda, ceratoconjuntivite e uveíte são também observadas com 

freqüência. Atrofia muscular e perda de peso indicam envolvimento visceral, 

estando geralmente associadas à anorexia e outros sintomas de insuficiência 

renal, como depressão, poliúria e polidipsia e emese. Os achados 

histopatológicos mais freqüentes são: glomerulonefrite mesangioproliferativa, 

hepatite ativa crônica, granulomas hepáticos, hipertrofia de linfonodos, 

dermatite não supurada e deposição de proteína amilóide no baço, fígado, rim, 

além de deposição de IgG no processo ciliar do olho. Também são descritos 

na literatura, deposição de imunocomplexos na membrana basal que circunda 

os glomérulos e túbulos, causando lesões renais (PUMAROLA et al., 1991; 

NIETO et al., 1992; FERRER et al. 1995; CIARAMELLA et al., 1997; 

SLAPPENDEL e TIESKE, 1997; POCAI et al., 1998). Dados recentes mostram 

a presença de macrófagos medulares hiperplásicos e hipertróficos em lesões 

de linfonodo poplíteo de cães naturalmente infectados por Leishmania (L.) 

chagasi (LIMA, 2004). Noli (1999) relatou a multiplicação de formas 

amastigotas de Leishmania (L.) chagasi em macrófagos do fígado, produzindo 

hepatite ativa crônica. O baço pode apresentar cápsula espessa, intenso 

parasitismo e hipotrofia da polpa branca (REY, 2002).  

Manciante et al. (1988), baseado em exame clínico de cães infectados 

por L. chagasi na Ilha de Elba, na Itália, classificaram estes animais em três 

formas: cães assintomáticos, com ausência de sinais clínicos sugestivos da 

infecção por Leishmania; cães oligossintomáticos, com perda de peso 

moderada, lesões de pele, pêlos opacos; cães sintomáticos, com presença de 

todos ou a maioria dos sinais patognomônicos da doença, como as alterações 

cutâneas (alopecia, eczema furfuráceo, úlceras, hiperqueratose, onicogrifose), 

emagrecimento, ceratoconjuntivite e em alguns casos paresia dos membros 
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pélvicos. A identificação de cães oligossintomáticos e sintomáticos é melhor 

definida devido a presença de um ou mais sinais patognomônicos da infecção, 

principalmente quando o animal tem sua origem em regiões onde a doença 

possui caráter endêmico já estabelecido.   
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Análise histomorfométrica da matriz extracelular do linfonodo poplíteo de 
cães naturalmente infectados por Leishmania (L.) chagasi 1. 

Kris Régia J. Kondo 2, Cláudio César Fonseca 2, Sérgio Luis P. da Matta 3 e 

Marlene Isabel V. Viloria 2. 

ABSTRACT.- Kondo K.R.J., Fonseca C.C., Da Matta S.L.P., Viloria M.I.V. 
2008.[Histomorphometric analysis of the extracellular matrix of popliteal 
lymph nodes from dogs naturally infected by Leishmania (L.) chagasi.] 
Análise histomorfométrica da matriz extracelular do linfonodo poplíteo de cães 
naturalmente infectados por Leishmania (L.) chagasi. Pesquisa Veterinária 
Brasileira. Departamento de Veterinária, Universidade Federal de Viçosa, 
Avenida Peter Henry Rolfs, s/n, Campus Universitário, Viçosa, MG 36570-000, 
Brasil. E-mail: krisregia@hotmail.com 

 In the Americas, canine visceral leishmaniasis (CVL) is caused by 

Leishmania chagasi, an obligatory intracellular parasite of the phagocytic-

monocytic system’s cells. Researches with dogs naturally infected by L. 

Chagasi have shown that the main histological changes happened to linfoid 

organs. Even though dogs are considered to be the main carriers and 

disseminators of the disease in the urban environment, scarce are the studies, 

focusing on the histopathologyc and histomorphometric aspects in dogs 

naturally infected by Leishmania (L) chagasi, that analyze the interaction 

between parasite and extracellular matrix. The present work aimed at 

identifying, characterizing and quantifying changes in structural components as 

well as popliteal lymph nodes extracellular matrix (collagens I to III) of dogs 

naturally infected by Leishmania (L.) chagasi, confronting these results with the 

ones obtained from the non-infected group. Fragments of popliteal lymph nodes 

were collected from 32 animals, being 22 of them infected and 10 healthy, 

originally from two endemic areas in Brazil: São Luís - MA and Viçosa – MG. 

The findings were obtained through histopathologyc and histomorphometric’s 

analyses. Lymph nodes of infected dogs presented generalized 

lymphadenopathy, increase in size and number of lymphoid follicles, capsule 

hypertrophy and significant hyperplasia of bone marrow cells. Changes in 

collagenous system have also been detected in the infected group.These 

results demonstrate that dogs infected by Leishmania present degradation of 

the constituents of MEC and consequence destruction of lymphoid architecture, 

modifying the morphology of this organ. 
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INDEX TERMS: Histomorphometric, dog, canine visceral leishmaniasis, lymph 
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RESUMO.- Nas Américas, a leishmaniose visceral canina (LVC) é causada 

pela Leishmania chagasi, um protozoário intracelular obrigatório de células do 

Sistema Fagocítico Monocitário. Pesquisas com cães naturalmente infectados 

com L. chagasi demonstraram que as principais alterações histológicas 

ocorreram em órgãos linfóides. Apesar do cão ser considerado o principal 

mantenedor e disseminador da doença no ambiente urbano, são escassos os 

estudos enfocando os aspectos histopatológicos e histomorfométricos, em cães 

naturalmente infectados com Leishmania (L.) chagasi, que investiguem a 

interação entre o parasito e a matriz extracelular.O presente trabalho visou 

identificar, caracterizar e quantificar as alterações dos componentes estruturais 

e da matriz extracelular (colágenos I a III) do linfonodo poplíteo de cães 

naturalmente infectados por Leishmania (L.) chagasi, confrontando estes 

resultados com aqueles obtidos a partir do grupo não infectado.Foram 

coletados fragmentos de linfonodo poplíteo de 32 animais, sendo 22 infectados 

e 10 sadios, procedentes de duas áreas endêmicas do Brasil: São Luís - MA e 

Viçosa - MG. Os achados foram obtidos através de análises histopatológicas e 

histomorfomértricas. Linfonodos de cães infectados apresentaram 

linfadenopatia generalizada, aumento do tamanho e do número dos folículos 

linfóides, hipertrofia da cápsula e hiperplasia significativa das células 

medulares. Modificações no sistema colágeno também foram evidenciadas no 

grupo infectado. Estes resultados demonstram que cães infectados por 

Leishmania apresentam degradação dos constituintes da MEC e conseqüente 

destruição do arcabouço linfóide, alterando a morfologia do órgão. 

TERMOS DE INDEXAÇÃO: Histomorfometria, cão, leishmaniose visceral 

canina, linfonodo, matriz extracelular. 
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INTRODUÇÃO 

  O perfil epidemiológico da leishmaniose visceral tem sofrido 

modificações devido às transformações no ambiente, provocadas pelo intenso 

processo migratório, por pressões econômicas ou sociais, pela pauperização 

conseqüente de distorções na distribuição de renda, pelo processo de 

urbanização crescente e pelo esvaziamento rural e as secas periódicas. Todos 

esses processos acarretam a expansão das áreas endêmicas e o 

aparecimento de novos focos (MINISTÉRIO DA SAÚDE 2006). Este fenômeno 

leva à redução do espaço ecológico da doença, facilitando a ocorrência de 

epidemias. A adaptação de determinados flebotomíneos a ambientes alterados 

pelo homem também tem contribuído para isto (GOMES 1994, CAMPINO 

2002, CABRERA et al. 2003). Como conseqüência, o homem passou a ser um 

hospedeiro acidental desta doença que até então estava restrita ao ambiente 

silvestre (MENDES et al. 2002) e hoje se encontra em plena urbanização 

estando presente nas grandes cidades. 

 Leishmanioses são doenças causadas por protozoários do gênero 

Leishmania transmitidas pela picada de flebotomíneos e dentre as 15 espécies 

de Leishmania que infectam o homem, 13 tem natureza zoonótica causando a 

forma visceral, cutânea ou mucocutânea (GRAMICCIA e GRADONI 2005). 

Trata-se da sexta endemia tropical em incidência, com prioridades para a 

Organização Mundial de Saúde. Estima-se que a população mundial exposta 

ao risco de adquirir a doença seja de 350 milhões de indivíduos e que 

aproximadamente 12 a 14 milhões de pessoas estejam infectadas (DESJEUX 

1992, WHO 2000). 

 No Brasil, as formas canina e humana da leishmaniose visceral (LV) 

ocorrem endemicamente em vários Estados das regiões Norte, Nordeste, 

Centro-Oeste e Sudeste e em todos os estados há associação entre cães 

infectados e presença do vetor (MILES et al. 1999). De acordo com dados 

epidemiológicos do Ministério da Saúde (2006), os últimos dez anos revelam a 

periurbanização e a urbanização da leishmaniose visceral, destacando-se os 

surtos ocorridos no Rio de Janeiro (RJ), Belo Horizonte (MG), Araçatuba (SP), 

Santarém (PA), Corumbá (MS), Teresina (PI), Natal (RN), São Luís (MA), 

Fortaleza (CE), Camaçari (BA) e mais recentemente as epidemias ocorridas 



 

26 
 

nos municípios de Três Lagoas (MS), Campo Grande (MS) e Palmas (TO) 

(BRASIL, 2006). 

 O Estado do Maranhão constituído de 217 municípios vem apresentando 

índices alarmantes de leishmaniose visceral humana e canina, e o município de 

São Luís, desde 1982 apresenta-se como uma área de maior endemia no 

Estado (COSTA et al. 1995). Atualmente, a cidade é considerada área 

hiperendêmica de leishmanioses, e todo ano, aumentam os números de casos 

das formas de leishmaniose cutânea e visceral (DINIZ et al. 2008). 

Estudos recentes mostram a ocorrência de alterações da matriz 

extracelular (MEC) em lesões cutâneas e em linfonodos drenantes causadas 

por Leishmania (L.) amazonensis em diferentes linhagens de camundongos 

(ABREU-SILVA et al. 2004). Resultados anteriores mostraram que enzimas 

como as metaloproteinases podem modificar a função da matriz extracelular 

não somente pela degradação de proteínas da matriz, mas também por 

afetarem fatores de crescimento, citocinas e moléculas de adesão (YAMADA e 

KEMLER 2002). 

Apesar da diversidade de pesquisas sob o mecanismo de patogênese 

da Leishmania chagasi, ainda não há muitos estudos referentes às alterações 

da matriz extracelular na leishmaniose visceral canina (LVC). Assim é de 

extrema importância o desenvolvimento de pesquisas que investiguem a 

interação entre o parasito e a matriz extracelular, visando identificar as 

alterações dos componentes da matriz (colágenos I a III) presentes no infiltrado 

inflamatório de órgãos linfóides tais como baço e linfonodo, bem como a 

caracterização das lesões encontradas nos mesmos. Se de fato ocorrem 

alterações na matriz extracelular durante a infecção canina, estas contribuem 

de maneira consistente para o mecanismo da patogênese da LVC.  

 No presente estudo, objetivou-se avaliar e quantificar as alterações na 

matriz extracelular e descrever achados histopatológicos dos linfonodos 

poplíteos de cães naturalmente infectados por Leishmania (L.) chagasi. 
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MATERIAL E MÉTODOS 

 A estimativa das amostras baseou-se em 5% do número total de cães 

infectados e registrados pela secretaria epidemiológica (dados não publicados) 

da cidade de São Luís - MA, no ano de 2003. Todo experimento foi pautado 

nas normas da Comissão de Ética do DVT/UFV, sendo aprovado pela mesma 

(protocolo nº16/2006). 

Foram utilizados 22 cães sem raça definida (SRD), de ambos os sexos, 

com sinais clínicos compatíveis com leishmaniose visceral e reativos para a 

mesma através da Técnica de Reação de Imunofluorescência Indireta (RIFI). 

Os animais foram provenientes do Centro de Controle de Zoonoses (CCZ) da 

Ilha de São Luís - MA, uma área endêmica no Nordeste do Brasil. Dez cães 

sadios, obtidos através de triagem clínica e sorológica no Hospital Veterinário 

da Universidade Federal de Viçosa/HV-UFV, foram considerados como grupo 

controle.  

 De cada animal foram colhidos 6 mL de sangue em frasco de vidro sem 

anticoagulante. A presença de anticorpos anti-Leishmania no soro foi avaliada 

através da Imunofluorescência Indireta (RIFI) para determinar a titulação de 

cada animal, uma vez que o CCZ adota uma única titulação (1/40) como 

padrão. Foi utilizado o kit comercial produzido e comercializado por 

Biomanguinhos/FIOCRUZ (Lote: 036LC0012; VS/MS: 106330001). A técnica 

de Ensaio Imunoadsorvente Enzima-Associado (ELISA) foi utilizada para 

confirmar o RIFI, no qual observa-se reação cruzada com outros patógenos, 

resultando em muitos casos falso-positivos (FERRER et al. 1995). 

A eutanásia dos animais realizou-se com aplicação de xilazina 2% como 

medicação pré-anestésica, na dosagem de 0,1ml/kg iv e Thiopental 2,5% como 

anestésico, na dosagem de 12,5 mg/kg iv. Uma vez anestesiado, seguiu-se a 

aplicação de cloreto de potássio 10%/ampola iv, procedendo-se à eutanásia. A 

este procedimento, seguiu-se a necrópsia para a remoção de fragmento do 

linfonodo poplíteo, os quais foram imediatamente fixados em formalina 10% 

neutra e tamponada com fosfato de sódio. 

 Os linfonodos foram seccionados longitudinalmente, desidratados em 

concentrações crescentes de álcool etílico e incluídos em parafina histológica 
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purificada (Reagen ®) e em glicol metacrilato (Historesin ®), sendo então 

seccionados em 4 e 3 μm de espessura, respectivamente, em micrótomo 

rotativo automático (Reichert-Jung, Alemanha). As secções obtidas foram 

coradas pelas técnicas de hematoxilina-eosina (cortes incluídos em parafina) 

para análise histopatológica e azul de toluidina (cortes incluídos em glicol 

metacrilato) para análise histomorfométrica da cápsula, nódulos linfóides e 

seios medulares do linfonodo poplíteo. 

 Para cada amostra animal, a avaliação das fibras colágenas da matriz 

extracelular foi realizada através do método Picrosirius Polarização (PSP) 

(MONTES 1996). Os cortes foram desparafinados, hidratados e corados por 

uma hora em solução de Sirius Red 0,1 % Directed Red 80 (Aldrich®), 

dissolvidos em ácido pícrico aquoso saturado e posteriormente lavados em 

água corrente e contracorados com Hematoxilina de Harris durante 3 minutos e 

montados em Entellan ® (Merck). 

 A histomorfometria dos componentes conjuntivos e estruturais do 

linfonodo poplíteo foi obtida com auxílio do programa Image Pro-Plus 4.5. Para 

análise do sistema colágeno, foram selecionados dez campos, aleatoriamente, 

e fotografados em microscópio Olympus AX-70, (Laboratório de Anatomia 

Vegetal do Departamento de Biologia Vegetal/UFV), em aumento de 400x com 

o filtro polarizador acoplado. As fibras colágenas tipo I e tipo III foram 

estimadas utilizando um retículo com 121 intersecções, através do programa 

Image Pro-Plus 4.5, contando-se 1.210 pontos por animal (Fig. 1D). Contaram-

se todas as intersecções que recaíram sob os pontos birrefringentes amarelos, 

vermelhos e verdes. Os pontos vermelhos e amarelos foram contados como 

colágeno do tipo I e os pontos verdes como colágeno do tipo III (MONTES 

1996). 

 A cápsula foi mensurada traçando-se uma linha desde a face externa do 

linfonodo até o limite entre cápsula e seio subcapsular (o tecido adiposo 

infiltrado também foi incluído na mensuração, Fig. 1A). Para mensuração do 

seio subcapsular, traçou-se uma linha entre o limite interno da cápsula e o 

limite externo da região cortical (Fig. 1A). 
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 Para avaliar a reatividade do nódulo linfóide frente à infecção por 

Leishmania (L.) chagasi, mensurou-se nódulos que apresentavam centro 

germinativo ativado e evidente (nódulo linfóide secundário). O diâmetro nodular 

médio dos mesmos foi obtido a partir da mensuração, ao acaso, da média de 

dois maiores diâmetros principais de 5 secções longitudinais de nódulos 

linfóides por animal (Fig. 1C) 

 Os constituintes da região medular foram estimados utilizando um 

retículo com 2.200 intersecções (pontos), através do programa Image Pró-Plus 

4.5, contando-se 22.000 pontos por animal (Fig. 1B). Contaram-se todas as 

intersecções que recaíram sobre os cordões medulares e sobre os seios 

medulares. 
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Figura 1. Corte transversal do linfonodo poplíteo de cães. A - Corte da região cortical mostrando os 
pontos usados para medir a cápsula (seta maior) e o espaço do seio subcapsular (seta menor). 
Azul de Toluidina – Borato de Sódio. B - Modelo de grade usado para registrar as proporções dos 
componentes da região medular. COR = cordão medular; SEI = seio medular. Hematoxilina–
Eosina. C - Corte longitudinal do nódulo linfóide mostrando metodologia usada para medir o 
tamanho. Hematoxilina-Eosina. D - Modelo de grade usado para registrar as proporções dos 
componentes da matriz extracelular. Colágeno do tipo I quantificado como pontos vermelhos e 
colágeno do tipo III (fibras reticulares) quantificado como pontos verdes. Sirius red sob luz 
polarizada. Barras: A e C: 100 µm, B: 20 µm, D: 120 µm. 

A B 
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RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 A sorologia obtida dos animais infectados, através da Reação de 

Imunofluorescência Indireta (RIFI), mostrou que a titulação 1:80 foi a mais 

freqüente entre os animais estudados (Tab.1). Este título é considerado baixo 

para a forma visceral da leishmaniose uma vez que há relatos de que cães 

infectados podem atingir um título de 1:80000 (CARDOSO e CABRAL 1998). A 

técnica de Ensaio Imunoadsorvente Enzima-Associado (ELISA) confirmou os 

resultados positivos obtidos através do RIFI. Todo o grupo padrão (animais não 

infectados) obteve titulação menor que 1:40 (Tab. 1). 

 

Tabela 1. Títulos* de anticorpos (IgG) dos cães infectados naturalmente por 

Leishmania (L.) chagasi e cães não infectados. 

Grupo Nº de Animais Titulação 

Controle 10 >1:40 

06 1:40 

12 1:80 

 

      Infectados 

04 1:640 

 *Obtidos através da Reação de Imunofluorescência Indireta (RIFI). 
 

 As alterações observadas em cães infectados pela Leishmania (L.) 

chagasi são similares em vários aspectos àquelas descritas para a 

leishmaniose visceral humana, com maior evidência nas alterações que 

incluem a hepatoesplenomegalia e linfadenopatia (KEENAN et al.1984). 

Pesquisas recentes enfocam importantes alterações observadas nos estudos 

histopatológicos dos linfonodos de cães infectados por Leishmania (L.) chagasi. 

(KEENAN et al. 1984, MARTINEZ-MORENO et al. 1993, TAFURI et al. 2001, 

LIMA et al. 2004). 

Os achados histopatológicos revelados nos linfonodos poplíteos dos 

animais naturalmente infectados mostraram linfadenite envolvendo toda a 

arquitetura dos linfonodos incluindo cápsula, seio subcapsular, região cortical 

(nódulos linfóides) e região medular (seio medular e cordões medulares). As 



 

32 
 

análises mostraram que em 20 (90,90%) amostras animais haviam cordões 

medulares dilatados. Em diversas amostras (68%), foi possível evidenciar 

nódulos que moveram-se irregularmente para dentro das áreas medulares do 

linfonodo, evidenciando uma desorganização estrutural do órgão (Fig. 2A). 

Na região cortical, foram observados inúmeros nódulos secundários com 

centros germinativos reativos e infiltrado plasmocítico nos mesmos. Lima et al. 

(2004), trabalhando com linfonodos provenientes de diversas áreas do corpo 

de cães infectados por Leishmania (L.) chagasi, também descreveram uma 

linfadenopatia generalizada com maior importância nos linfonodos cervicais e 

poplíteos, histologicamente explicada pelo aumento do tamanho e do número 

dos nódulos linfóides. Giunchetti et al. (2007) demonstraram que cães 

portadores de LCV apresentaram maior reação medular dos linfonodos quando 

comparados com cães não infectados. Ainda, neste presente trabalho, 

evidenciou-se a presença de colágeno circundando os nódulos linfóides (Fig. 

2B), edema subcapsular (Fig. 2C) e presença de intenso infiltrado inflamatório 

na cápsula do órgão (Fig. 2D). 

 Através da análise do colágeno identificado pela técnica PSP 

observou-se no grupo infectado o predomínio significativo (p>0,05) do colágeno 

tipo I que se caracteriza como um colágeno espesso fortemente birrefringente 

marcado em vermelho (Fig. 3C,D) (Tab. 2). Pesquisas reportam que 

promastigotas de Leishmania (L.) mexicana podem se ligar a fibra colágena do 

tipo I (LIRA et al. 997), o que indicaria tropismo do parasito para este tipo de 

fibra e importante mecanismo de patogênese do mesmo. Entretanto, Abreu-

Silva et al. (2004) sugerem que na infecção experimental crônica de 

camundongos com Leishmania (L.) amazonensis, a fibra colágena do tipo III 

prover suporte para os histiócitos parasitados por formas amastigotas em 

linfonodos poplíteos.  

O colágeno III, constituído por fibras delgadas, menos birrefringentes e 

visualizadas na cor verde (Fig. 2B) era pouco evidente, mostrando que nas 

áreas de lesão há uma diminuição significativa (p>0,05) (Tab. 2) deste 

colágeno, sugerindo uma substituição do colágeno III pelo I, uma vez que todo 

o arcabouço de órgãos parenquimatosos, como, por exemplo, o linfonodo, é 

constituído por fibras colágenas tipo III. Diferente dos resultados obtidos nesta 
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pesquisa, Leite e Croft (1996) observaram predomínio de colágeno tipo III em 

torno de granulomas hepáticos, de camundongos, produzidos por Leishmania 

donovani. Na leishmaniose tegumentar murina, Abreu–Silva et al. (2004) 

observaram que na lesão primária (pele plantar), o colágeno tipo I era 

substituído gradativamente por colágeno tipo III. Entretanto, esses mesmos 

autores descreveram que havia predomínio de colágeno tipo I em linfonodo, 

confirmando a substituição do colágeno tipo III pelo tipo I, à semelhança do que 

foi observado neste experimento. No grupo controle não se observaram 

alterações significativas do colágeno, sendo predominantes as fibras colágenas 

do tipo III (fibras reticulares, Fig. 3A,B) como descrito na literatura 

(KIERSZEMBAUM 2008). 

Tabela 2. Quantificação média das fibras colágenas do tipo I e tipo III do                                                
linfonodo poplíteo de cães sadios (grupo I) e cães infectados naturalmente por 

Leishmania (L.) chagasi (grupo II). 

Médias, na primeira e segunda linha, diferem significativamente entre si (p<0,05), pelo teste 
de t-Student. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Animais Colágeno tipo I Colágeno tipo III 

 
Grupo I 

 

 
53,8 ± 12,38 

 

 
191,8 ± 17,24 

 
Grupo II 

 
376,73 ± 57,35 

 
78,00 ± 23,32 

 
Grau de 

significância 
(p) 

 
< 0,0001 < 0,0001 
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Figura 2. Corte Longitudinal de linfonodo poplíteo de cães naturalmente infectados por 
Leishmania (L.) chagasi. A - Desorganização estrutural do linfonodo evidenciada pela presença 
de nódulos linfóides (seta) dentro da região medular. Picrosirius polarização. B - Presença de 
colágeno (seta) ao redor de um nódulo linfóide. Picrosirius sob microscopia de luz.  C – Mostra a 
presença de edema ( ) no seio subcapsular. D – Presença de intenso infiltrado inflamatório local 
(círculos). C e D: Azul de toluidina. Barras: A: 200 µm, B: 30 µm, C e D: 70 µm. 
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Figura 3. Corte longitudinal da região medular do linfonodo poplíteo de cão. A e B – Região 
medular e cápsula (seta), respectivamente, do linfonodo pertencente ao grupo sadio, 
evidenciando o predomínio de fibras colágenas do tipo III, marcadas em verde. C e D – Região 
medular e cápsula (seta), respectivamente, do linfonodo pertencente ao grupo infectado, 
evidenciando cápsula mais espessa e presença do colágeno do tipo I, marcado em vermelho. 
Picrosirius polarização. Barras: A, B, C: 20µm e D: 100 µm. 
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Os achados decorrentes das análises morfométricas da cápsula e seio 

subcapsular divergiram daqueles achados histopatológicos qualitativos, 

mostrando que estatisticamente o aumento na espessura de ambos os 

parâmetros analisados não foi significativo à nível de 5% (Tab. 3). Lima et al. 

(2004) relataram que aproximadamente 96% das amostras analisadas de 

linfonodos de cães portadores de LVC apresentavam uma maior densidade da 

cápsula, e presença de exudato inflamatório crônico mononuclear associado à 

deposição de fibra colágena na mesma. Nesta pesquisa, também pode-se 

observar no grupo infectado, à deposição de fibras colágenas espessas, 

colágeno tipo I na cápsula do grupo infectado (Fig. 2D). 

Tabela 3. Espessura média (μm) da cápsula e do seio subcapsular dos linfonodos poplíteos                                  
de cães sadios (grupo I) e de cães infectados naturalmente por Leishmania (L.) 

chagasi (grupo II). 

Médias, na primeira e segunda linha, não diferem significativamente entre si (p>0,05), pelo teste t-
Student. 

As quantificações percentuais dos elementos medulares, seios e 

cordões medulares revelaram que ocorreram significativas alterações (p<0,05) 

no grupo infectado quando comparado ao grupo padrão. Os resultados 

mostraram que há predomínio de cordões medulares no grupo infectado e a 

diminuição do seio medular neste grupo (Tab. 4).  Segundo Lima (2004) e 

Ferrer (2002), linfonodos de cães infectados naturalmente por Leishmania (L.) 

chagasi apresentam considerável hipertrofia de cordões medulares, 

provavelmente devido à hiperplasia de macrófagos, linfócitos B e plasmócitos 

presentes nos mesmos. Essas características também foram demonstradas na 

leishmaniose visceral humana (VERESS et al. 1977), e infecções 

experimentais em hamster (CORBETT et al. 1992). 

Animais Cápsula Seio Subcapsular 

 
Grupo I 

 

 
117, 400 ± 44,74 

 
20, 7000 ± 6,46 

 
Grupo II 

 
122, 454 ± 70,42 

 
23, 1818 ± 5,47 

 
Grau de 

significância 
(p) 

 
0, 8369 0, 2684 
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Tabela 4. Morfometria percentual média dos cordões medulares e seios medulares do                                       
linfonodo poplíteo de cães sadios (grupo I) e cães infectados naturalmente por 

Leishmania (L.) chagasi (grupo II). 

Médias, nas colunas, diferem significativamente entre si (p<0,05), pelo teste de t-Student.  
 

 Apesar da avaliação histopatológica qualitativa de nódulos linfóides, dos 

animais portadores de LVC, ter mostrado maior reatividade dos centros 

germinativos quando comparados com os animais sadios, as análises 

morfométricas comprovaram numericamente que não há diferença significativa 

à nível de 5% (p>0,05) (Tab. 5). Similar a estes achados, Giunchetti et al. 

(2007) observaram em cães infectados por Leishmania (L.) chagasi 

sintomáticos, atrofia da região cortical sugerindo que este fato aconteça como 

resultado da diminuição do número de células nos centros germinativos, 

ocasionada por um mecanismo imuno-regulador, como por exemplo, a 

apoptose. Entretanto, Lima (2004) descreve que histologicamente os 

linfonodos, especialmente o cervical superficial e o poplíteo, mostraram 

hiperplasia nodular em cães oligossintomáticos.  

    Tabela 5.  Diâmetro (μm) dos nódulos linfóides do linfonodo poplíteo de cães sadios (grupo 

I) e cães infectados naturalmente por Leishmania (L.) chagasi (grupo II). 

Animais Nódulo Linfóide 

 
Grupo I 

 

 
221, 50 ± 47,10 

 
Grupo II 

 

 
                           263, 3182 ± 76, 82 

 
Grau de Significância 

(p) 

 
0,12 

Médias, nas colunas não diferem significativamente entre si (p>0,05), pelo teste t-Student. 

Animais Cordão Medular Seio Medular 

 
Grupo I 

 

 
41,82% ± 2,94 

 
58,18% ± 2,94 

 
Grupo II 

 
         59,25% ± 1,69 

 
           40,75% ± 1,69 

 
Grau de 

significância 
(p) 

 
                       0, 0027 

 
                          0, 0027 
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CONCLUSÕES 

 As análises da matriz extracelular do linfonodo de cães naturalmente 

infectados por Leishmania (L.) chagasi mostraram que: 

• Ocorrem alterações severas no sistema colágeno nas quais o 

colágeno tipo III é gradativamente substituído por colágeno do tipo I. 

• A histopatologia revelou como principal achado, linfadenopatia difusa 

nos animais portadores de LVC. 

• Análises quantitativas morfométricas mostraram alterações na região 

medular do linfonodo poplíteo, devido à hiperplasia dos cordões medulares. 
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